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RESUMEN

Las bacterias rizosféricas en la actualidad tienen gran importancia biotecnolégica, como la
biorremediacion de aguas residuales, debido a las interacciones benéficas con la planta que
se relaciona, producen sustancias quimicas como fitohormonas, enzimas, metabolitos que
ayuden al crecimiento vegetal, por ello buscar bacterias rizosféricas con capacidad
hidrolitica, para el tratamiento de aguas residuales, removiendo la materia orgénica y sus
contaminantes es esencial, Pseudomonas sp. ha sido estudiada por la variabilidad
metabolica que posee, mientras que Typha dominguensis es empleada en procesos de
fitorremediacion de aguas residuales. Por ello en el presente estudio se tuvo como objetivo,
aislar Pseudomonas sp. de la rizosfera de Typha dominguensis, del humedal Lucre -
Huacarpay, Quispicanchi, Cusco. El aislamiento y caracterizaciéon de Pseudomonas, se
realiz utilizando agar cetrimide y pruebas bioquimicas, logrando aislar 33 cepas de
Pseudomonas sp. de la rizésfera de Typha dominguensis. En la metodologia, se identifico a
8 Pseudomonas fluorescens, 1 Pseudomonas oryzihabitans, 3 Pseudomonas luteola, y 21
Pseudomonas sp. Se evalué la capacidad hidrolitica utilizando medios de cultivo
especificos, el 9% hidroliza almidon, 76% gelatina, 61% caseina, 61% a tween 20, 33% a
tween 80, 15% a esculina y 21% a DNA. Seis cepas de Pseudomonas mostraron mayor
capacidad hidrolitica, siendo capaces de hidrolizar 4 a 6 sustratos diferentes de un total de
7y son LH1Ps-15 (Pseudomonas sp.), LH1Ps-16 (P. luteola), LH2Ps-20 (P. fluorescens),
LH2Ps-22(Pseudomonas sp.), LH2Ps-27 (Pseudomonas sp.) y LH2Ps-31 (P. fluorescens.
Dos cepas fueron identificadas por secuenciamiento del gen parcial rRNA 16S, estas fueron
seleccionadas de acuerdo a la temporalidad y punto de muestreo, LH2Ps-27 a Pseudomonas
nitroreducens y LH2Ps-22 a Pseudomonas sp. Estas cepas pueden ser candidatas para usos

en biorremediacion, como en la remocidn de materia organica de aguas residuales.
Palabras clave:

Biorremediacion, rizosfera, hidrélisis, humedal, Pseudomonas



INTRODUCCION

Las bacterias rizosféricas tienen gran importancia, debido a que son estudiadas por la
diversidad de beneficios que produce en la planta, ayudando a la asimilacion de nutrientes
(Ona, 2021), reduccion u oxidacion de iones metalicos, nitrificacion, desnitrificacion,
reduccién de sulfato, metanogénesis y flujo de energia (Srivastava, 2017). Por lo tanto, las
bacterias rizosféricas estan relacionadas con la capacidad de biorremediacion de la planta
(Velasco et al., 2020).

El uso de microorganismos rizosféricos, pueden ser utilizados como biofertilizantes (Ona,
2021), biorremediadores de suelos contaminados (Almazan, 2024), biorremediadores de
aguas residuales, participando en la eliminacién de materia organica (Salgado et al., 2012a;
Miovich & Porras, 2021), ya que no afectan al medio ambiente y garantizan una produccion
libre de productos quimicos, evitando su degradacion (Ona, 2021). También participan en
la reduccion de nitratos (Yu guanlong et al., 2019) y produccion de enzimas hidroliticas en
la industria de alimentos (Del Moral et al., 2015). Por ello encontrar bacterias rizosféricas
con capacidad hidrolitica que degraden diferentes compuestos, es fundamental para

desarrollar nuevas tecnologias que ayuden a la solucion de los problemas ambientales.

En el presente estudio, se aisl6 Pseudomonas sp. en la raiz de Typha dominguensis para la
caracterizacion por pruebas bioquimicas e hidroliticas a diferentes sustratos como:
carbohidrato (almidon), proteinas (caseina y gelatina), lipidos (tween 20 y tween 80) y otros
compuestos (esculina y DNA). Finalmente, la identificacion por secuenciacion del gen
rRNA 168, a las cepas de Pseudomonas que presentaron mayor capacidad hidrolitica. Los
cuales podrian ser candidatos para tratamientos de biorremediacién de aguas contaminadas

o lixiviados.

Motivo por el cual se ha planteado la investigacion para determinar la capacidad hidrolitica
de Pseudomonas sp. aisladas de la rizdsfera de Typha dominguensis del humedal Lucre -
Huacarpay, Quispicanchi, Cusco. Para su probable aplicacion en nuevas tecnologias y
brindar solucion de los problemas medioambientales como en la biorremediacion de aguas

residuales.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen diversas industrias que, segun su produccién como la industria de curtiembres y de
textiles, emiten altas concentraciones de toxicidad, y elevada carga organica (Jacome et al.,
2021; Ramirez, 2023). Destacando la industria textil donde los contaminantes organicos,
poseen bajo porcentaje de biodegradabilidad y los tratamientos convencionales como
filtracion, adsorcion o coagulacion, tienen baja eficiencia en la remocion y disminucion de
contaminantes de aguas residuales (Almansba et al., 2021). Las pequefias empresas como
restaurantes, pollerias y otros negocios que vierten residuos de aceite usado de cocina o
aceite de coches, ademas de causar dafos a las tuberias de alcantarillado, también causan
dafos a los sistemas de tratamiento convencional, estas grasas modifican su viscosidad al
enfriarse, adhiriéndose a las paredes de las tuberias, evitando la fluidez del agua y formando
tapones (Ayquipa, 2021; Gonzales, 2023). Por esta razon la busqueda de nuevas tecnologias,
que ayuden a la limpieza y remocion de contaminantes de aguas residuales van en aumento,
debido al crecimiento poblacional y crecimiento industrial (Jacome et al., 2021), asi como
también las normativas son cada vez mas exigentes, como el decreto DS N°021-2009—
VIVIENDA, que controla la descarga de aguas residuales no domesticas en el sistema de
alcantarillado, estos no deben exceder los valores maximos admisibles (VMA), que pueden

dafar la estructura y el sistema de alcantarillado (MVCS, 2019).

La busqueda de Pseudomonas sp. ambientales y nativas, que no alteren el medio ambiente,
son Utiles en la aplicacion de procesos de biotecnologia y biorremediacion. Los reportes de
estas bacterias son genéricos, se desconocen las especies de Pseudomonas, que poseen

mayor capacidad hidrolitica de compuestos organicos e inorganicos.
Por ello se plantea la siguiente pregunta:

¢Pseudomonas sp. aisladas de la rizésfera de Typha dominguensis poseen capacidad

hidrolitica en el almidén, caseina, gelatina, tween 20, tween 80, esculinay DNA?



JUSTIFICACION

El DS N°021-2009-VIVIENDA, controla la descarga de aguas residuales al alcantarillado
de todos los usuarios como negocios de alimentos, produccion y hoteles con el fin de evitar
dafos al sistema de tuberias. En la actualidad ningn comercio da el tratamiento que requiere
(Gonzales, 2023). La ONU en la agenda 2030, ha fijado el objetivo 12, que trata sobre la
produccion y consumo sostenible de los recursos naturales, e incita a la bdsqueda de
soluciones biotecnoldgicas (ONU 2015). Por ello encontrar soluciones a los problemas de
contaminacion de aguas residuales, mediante el uso de nuevas tecnologias que sean

sostenibles y amigables con el medio ambiente, son trascendentes (Jacome et al., 2021).

Typha dominguensis, tiene aplicaciones en biorremediacion de aguas residuales y de
lixiviados (Torres, 2017; Mufioz & Véasquez, 2020). La capacidad metabodlica de las
rizobacterias tiene una estrecha relacion con la capacidad fitorremediadora de las plantas
(Srivastava, 2017), y por lo tanto las rizobacterias de las plantas han cobrado importancia
en diferentes estudios (Ona, 2021), ya que son eficientes en fijar el nitrégeno, remocion de
metales pesados, promotoras de crecimiento, sintesis de fitohormonas y productoras de
diferentes metabolitos (Velasco et al. 2020). Por ello la busqueda de Pseudomonas sp.
nativas (de la zona afectada) que provengan de la rizosfera de Typha dominguensis es de
gran importancia ambiental, esta bacteria ha demostrado tener una gran variedad
metabolica, que le permite jugar un papel fundamental en diversos ambientes (Alvarez et
al., 2020), capacidad de degradar hidrocarburos y sus derivados como el plastico, solubilizar
el fosfato, fijacion bioldgica del nitrégeno y resistencia a metales pesados como mercurio
(Paternina et al., 2017), es estable en condiciones de estrés, tiene facilidad de cultivo, rapido
crecimiento y son degradadoras de diferentes sustancias (Miovich & Porras, 2021). Todo
ello le hace una excelente candidata, para degradar carbohidratos, proteinas y lipidos que se
encuentran presentes en aguas residuales. La capacidad hidrolitica de Pseudomonas es
observada en la metodologia empleada, mediante el cultivo en placas Petri, usando medios
de cultivo especificos para diferentes sustratos como almiddn, caseina, gelatina, tween 20,
tween 80, esculinay DNA. Contibuyendo asi al conocimiento de especies de Pseudomonas,
con mayor capacidad hidrolitica y las especies de Pseudomonas que se encuentran en la
rizosfera de Typha dominguensis, que pueden ser empleadas en tratamientos de aguas
contaminadas, y ayuden a una economia circular que promueve la sostenibilidad y el

redisefio de productos mas amigables con el medio ambiente (Raudales et al., 2024).



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad hidrolitica de Pseudomonas sp. aisladas de la rizosfera de Typha

dominguensis del humedal Lucre — Huacarpay — Quispicanchi - Cusco.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar Pseudomonas sp. de la rizosfera de Typha dominguensis del humedal Lucre —

Huacarpay — Quispicanchi - Cusco.

2. Determinar las capacidades hidroliticas de Pseudomonas sp. en almidén, caseina,

gelatina, tween 20, tween 80, esculina y DNA.

3. Secuenciar el gen rRNA 16S de las cepas de Pseudomonas sp. con mayor capacidad

hidrolitica para su identificacion.



HIPOTESIS

Las cepas de Pseudomonas sp. aisladas de la rizdsfera de Typha dominguensis del
humedal Lucre — Huacarpay — Quispicanchi - Cusco, presentan una alta capacidad
hidrolitica, lo que les permite descomponer compuestos organicos complejos como

almidon, caseina, gelatina, tween 20, tween 80, esculina y DNA.

Vi



VARIABLES

Variables Dependientes

e Hidrolisis de almidon
e Hidrolisis de caseina
e Hidrdlisis de gelatina
e Hidrdlisis de tween 20
e Hidrdlisis de tween 80
e Hidrolisis de esculina
e Hidrolisis de DNA

Variables Independientes

e Cepas de Pseudomonas sp. aisladas de la rizésfera de Typha dominguensis

VIl



OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla 1. Operacionalizacion de variables
Variable Tipo de Variable Definicion Conceptual Indicadores Instrumento
o Actividad de la enzima que hidroliza el Radio del halo d
Hidrlisis de almidén Cuantitativa . adlo del 1o de  Agar almidén
almidon hidrolisis
Hidrolisis de gelatina Cuantitativa Actividad de la enzima que hidroliza gelatina Radihoiddr%IIiZ?lo de Agar gelatina
Hidrolisis de caseina Cuantitativa Actividad de la enzima que hidroliza caseina Radlhoiddr%IIiZ?lo de Agar caseina

Hidrdlisis de tween 20 Cualitativa Actividad de la enzima que hidroliza tween 20

Hidrolisis de tween 80 Cualitativa Actividad de la enzima que hidroliza tween 80

Hidrélisis de esculina Cuantitativa Actividad de la enzima que hidroliza esculina

Hidrélisis de DNA Cuantitativa Actividad de la enzima que hidroliza DNA

Cepas de Pseudomonas Especies de bacterias Gram negativas que

Cuantitativa

sp. aisladas pertenecen al género Pseudomonas

Observacion del
precipitado de
cristales
Observacion del
precipitado de
cristales
Radio del halo de
hidrélisis
Radio del halo de
hidrélisis
Especies de
Pseudomonas sp.

Agar tween 20

Agar tween 80

Agar esculina

Agar DNA

Agar cetrimide

VI



CAPITULOI.

MARCO TEORICO
1.1 ANTECEDENTES

1.1.1 Antecedentes internacionales
Salgado et al. (2012a). Realiz0 la investigacion en la Universidad de la Habana en Cuba,
cuyo objetivo fue evaluar la capacidad de 58 cepas bacterianas de la raiz de Typha
dominguensis para eliminar materia organica de aguas residuales. En la investigacion no
se identificaron las cepas aisladas, las caracterizaron por tincion Gram, el 12 % tiene
morfologia cocoide, el 14 % coco bacilar y el 74 % bacilar, asi como también, el 66 % fue
Gram positivo y el 34 % Gram negativo. En la asimilacién de los carbohidratos, el 95%
crecid en presencia de glucosa, el 64 % en manosa, el 64 % en lactosa, el 62 % en xilosa,
y el 81 % en almidon. En relacion a la hidro6lisis de caseina, gelatina y tween 20 el resultado
fue que el 47 % hidrolizo la caseina, 38 % hidrolizé tween 80 y el 36 % hidrolizo gelatina.
En la remocidon de aguas residuales sintéticas mediante aislamientos bacterianos, mas del
50 % de las cepas mostraron resultados favorables. Por Gltimo, la remocién de agua
residual sintética por 04 consorcios bacterianos tuvo resultados favorables, donde se
comprobd que la cantidad numérica de cepas no determina la efectividad de remocion de

DQO (Demanda quimica de oxigeno).

Tamisier et al. (2015). Tuvo como objetivo evaluar de los valores de corte para la
clasificacion de cepas bacterianas, del gen 16S rRNA de 95% para género y 98,7 % para
especie, el cual fue establecido por la taxonomia bacteriana moderna. Calcularon las
similitudes de secuencias de 158 géneros bacterianos, considerado como anormal
cualquier valor de similitud que esté por debajo del 95 % o por encima del 98,7 %.
Encontraron que solo 17 de los 158 géneros analizados (10,8 %), cumplen con los
umbrales del 95 y 98,7 %. Por lo tanto, llegaron a la conclusién, de que los valores de corte
de 95% para género y 98,7 % para especie solo pueden usarse como indicadores, y no

como una herramienta definitiva para la clasificacion de cepas bacterianas.

Patterson (2021). Este trabajo se realiz6 en la Universidad de la Habana, donde tuvo como
objetivo, aislar Pseudomonas sp. de la rizésfera de Leucocrotron havanensis, para ver la
produccién de enzimas extracelulares como proteasas, amilasas, lipasas y DNAasas, asi

como también la resistencia a metales pesados, mediante la concentracion minima



inhibitoria como Co (1), Cr (V1) y Ni (I). Logré aislar un total de 6 rizobacterias que no
lograron identificar, estas mostraron ser resistentes a los tres metales. En la observacion
de proteasas se usé el medio gelatina, para lipasas tween 80, para amilasas agar almidon y
para DNAsas agar DNA, que fueron incubadas a 37°C durante 120 horas. Todas las cepas
presentaron la enzima gelatinasa, solo 6 cepas la enzima DNAsa, 6 amilasa y lipasa. Todas

las cepas fueron positivas de mas de 2 enzimas.

Garcia et al. (2022). Este estudio fue realizado en la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, Ecuador, cuyo objetivo fue la busqueda de consorcios microbianos, que estan
conformados por enterobacterias, hongos, levaduras y actinobacterias, aislados de la
rizosfera de Typha dominguensis, procedentes de un humedal artificial y dos lagunas
naturales, se lograron conformar siete consorcios microbianos que son: (E1) conformado
por enterobacterias, (E2) por levaduras, (E3) por hongos, (E4) por E2 y E3, (E5) por E1,
E2y E3, (E6) por E1 y E2 y; (E7) fue la muestra control, solo lixiviado. Estos consorcios
fueron enfrentados a muestras de lixiviados para observar la DBOs (Demanda bioquimica
de oxigeno) y DQO (Demanda quimica de oxigeno) a los 15 dias, 30 dias y 45 dias. Los
resultados mencionan que todos los consorcios son capaces de remover estos
contaminantes, siendo el mas eficaz en la remocién de DQO (Demanda quimica de
oxigeno) el consorcio (E2) en un 88% (736mg/L), mientras que el mas eficaz para remover
DBOs (Demanda bioquimica de oxigeno) fue el consorcio (E4) en un 81% (54mg/L), los
ensayos fueron realizados en tres repeticiones analizadas a los 45 dias de contacto.

Demostrando la efectividad de estos consorcios microbianos.

1.1.2 Antecedentes nacionales
Alejandro et al. (2017). Este estudio fue realizado en la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, con el objetivo de evaluar a las enzimas proteoliticas frente a los componentes
como diferentes fuentes de iones, fuentes de nitrégeno y de carbono, que influyeron
significativamente en la produccién de proteasas extracelulares como gelatina y caseina,
por Pseudomonas sp. aislada de la rizdsfera, esta prueba se realizo en fermentacion
sumergida. Observando que los halos de hidrolisis superan en tamafio a los que obtienen
otras especies como Bacillus sp. que son reportados como productores de enzimas
industriales. También los componentes como extracto de levadura y peptona, influyen en

la sintesis de estas enzimas, a diferencia de otros componentes puestos a prueba.



Marquez, L (2018). Este trabajo fue realizado en la Universidad Nacional del Altiplano
en Puno, cuyo objetivo es evaluar la capacidad degradativa de azUcares (almidon), lipidos
(tributirina) y proteinas (caseina) de tres especies de bacterias Enterobacter, Bacillus y
Pseudomonas. Estas fueron aisladas de la rizésfera de Schoenoplectus tatora, donde
Bacillus subtilis tuvo el resultado positivo en hidrolizar el almidén (azucar), tributirina
(lipido) y caseina (proteina), mientras que Pseudomonas y Enterobacter son capaces de
hidrolizar lipidos y proteinas. Pseudomonas tuvo el halo superior en el medio caseina
(proteina), siendo 5.82 mm. Bacillus subtilis tuvo el halo superior en la hidrdlisis de

tributirina (lipido).

Mufoz & Véasquez (2020). Este estudio fue realizado en la Universidad Privada del Norte
en Cajamarca. Con el objetivo de realizar un andlisis bibliografico de la eficiencia del
tratamiento de aguas residuales mediante humedales artificiales, utilizando cinco especies
de macrofitos que son Chrysopogon zizanoides (vetiver), Cyperus papyrus (papiro),
Phragmites australis (carrizo), Juncus sp. (junco) y Typha dominguensis (totora). Se
verificd que Typha dominguensis presenta un 93.57% a 96.77% de remocion de materia
organica, Cyperus papyrus 50.8%, Phragmites australis 67% a 89.5%, Chrysopogon
zizanoides 88.09% a 91%. y Juncus sp. 74.13% a 81.67%. Concluyendo Typha

dominguensis es la mas eficiente.

Miovich & Porras (2021). Este estudio fue realizado en la Universidad Cesar Vallejo en
Lima, tiene por objetivo realizar una revision sistematica de la bibliografia, evaluando la
capacidad fisioldgica de bacterias rizosféricas que participan en la remocién de materia
organica en aguas residuales. Las bacterias que reducen materia organica, asi como,
carbono organico disuelto y particulado son las que pertenecen al grupo de las Gram
negativas. Siendo Bacillus sp. y Pseudomonas sp. las bacterias méas usadas para estos
procesos, obteniendo valores de eliminacién por encima de un 80%, esto se debe a que
estos géneros poseen actividad antimicrobiana y tienen la capacidad de mantenerse en
condiciones de estres. Dependiendo del tipo de tratamiento las bacterias rizosféricas son
utilizadas en estos tratamientos, siendo el tratamiento de fito depuradoras las que emplean

mayores tiempos y tienen porcentajes de remocion mas altos para aguas residuales.

1.1.3 Antecedentes locales
Silva (2017). Este estudio tuvo por objetivo determinar la actividad hidrolitica de

Pseudomonas aisladas del botadero de Jaquira, realizada en el distrito de Santiago, Cusco.
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Donde se identific 11 especies del género Pseudomonas, procedentes de lixiviados del
botadero de Jaquira, teniéndose como resultado de la identificacion a 9 cepas de
Pseudomonas mendocina, al 92.11% de probabilidad de identificacion bioquimica con el
Sistema RapID NF Plus, 1 cepa como Pseudomonas fluorescens al 99.9% de probabilidad
y 1 cepa de Pseudomonas pseudoalcaligenes 97.21% de probabilidad. Las 3 especies
presentaron actividad hidrolitica al 54.5% en caseina, 100% gelatina, 100% almidon,
18.18% tween 80 y en las pruebas de tween 20 y esculina no presentaron actividad
hidrolitica.

Puma & Palomino (2019). El objetivo de este estudio fue aislar Pseudomonas sp. de
efluentes de agua residual de 4 restaurantes. Obtenidas las cepas aisladas se realizaron
pruebas de tincion Gram, asi como también la caracterizacion morfologica en agar
cetrimide, también se realizaron las pruebas de fluorescencia, catalasa, oxidasa y gelatina.
Lograron aislar 16 cepas del género Pseudomonas, y se encontrd que 13 cepas tienen las

enzimas de catalasa, oxidasa, gelatinasa y todas dieron positivo a la fluorescencia.

Granada & Masias (2022). Este estudio fue realizado en la Universidad Andina del
Cusco, cuyo objetivo fue evaluar la reduccion de DQO (Demanda quimica de oxigeno) en
aguas residuales, a través de rizobacterias, que fueron aisladas de Scirpus californicus y
Typha dominguensis, se realizd la caracterizacion morfoldgica y coloracion Gram.
Identificando bacilos Gram negativos, bacilos fusiformes Gram positivos y negativos
ademas de cocos y diplococos Gram positivos en la rizosfera de Typha dominguensis, en
cuanto a las rizobacterias de Scirpus californicus se encontraron cocobacilos Gram
positivos y Gram negativos, también bacilos en cadena y curvos. Luego se realizaron
pruebas de remocion de contaminantes, evaluando el DQO (Demanda quimica de oxigeno)
en laboratorio. Los resultados que obtuvieron fueron, el porcentaje de reduccion varia de
15.49% hasta 51.24%, obteniéndose el valor mas alto de 51.24% de rizobacterias de Typha
dominguensis y 49.58% rizobacterias de Scirpus californicus, estos valores permitieron
fijar una dosis, tiempo y temperatura optima que fue de 1% v/v a los 5 dias con una

temperatura de 20°C.

1.2 GENERALIDADES

1.2.1 Typha dominguensis
Typha dominguensis es una planta que pertenece a la familia Typhaceae, es una planta

macrofita emergente, se ubica en zonas acuaticas o0 en zonas inundadas.



Esta planta posee hojas largas, planas, envainadoras y lineales, los tallos son simples, toda
la planta puede crecer hasta los 3m, las flores se acumulan en forma de espiga sobre la
vaina, estas son pequefias, la parte femenina se encuentra en la base y la parte masculina
en la parte superior. Esta planta sintetiza fitotoxinas que impiden el crecimiento de otras
plantas vecinas, asi como también sirve de alimento y refugio para animales del pantano,
también se ha descubierto que los extractos de la planta tienen propiedades antioxidantes
y cicatrizantes. Se encuentran en pantanos y humedales, y estdn muy extendidos por todo
el mundo, formando densas colonias de la familia de las totoras. Debido a su alta
resistencia a los contaminantes, esta especie es valorada y utilizada para el tratamiento de
diversas aguas residuales en humedales naturales y artificiales (Cordero & Velasquez,
2023).

La taxonomia de la especie Typha dominguensis (Totora) se ve a continuacion:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Subclase: Commelinidae
Clase: Liliopsida
Orden: Cyperales
Familia: Typhaceae
Género: Typha
Especie: Typha dominguensis

Fuente: Torres Callupe, 2017.



Figura 1. Caracteristicas botanicas de Typha dominguensis

Nota. Typha dominguensis subsp. dominguensis (Pers.). A: Inflorescencia; B: Hoja caulinar con secciones en la
base del limbo (), y media altura del limbo (B); C: Bracteas de la inflorescencia femenina, flores femeninas y
frutos; D: Bracteas de la inflorescencia masculina y agrupaciones de estambres.

Fuente: Pardo, 2012



1211

Las caracteristicas que la diferencia de otras especies (figura 3), es que tiene las hojas de
color verde oscuro, curvatura plana abarquillada, presenta la lamina delgada con 2.2mm
de grosor, vaina abrasadora, el &pice de su hoja es ligeramente redondeado, sus flores
femeninas son de color pardo oscuro a rojizo, con forma cilindrica espiciforme, sin
bracteas foliaceas, y ademas poseen pelos capilares no engrosados que estan distribuidos
en 3 a 5 verticilos en el ginoforo de las infértiles, en caso de las fértiles distribuidas de 1 a
2. Las flores masculinas son de color pardo oscuro, con forma cilindrica, est4 separada de
la flor femenina por una parte limpia de 3.5mm. Ademaés, esta planta tiene un fruto
fusiforme (Pardo, 2012).

Typha dominguensis es una planta de clima templado y que prospera en posiciones solares,
esta especie pertenece a las especies dominantes lo que significa que tiene mas
probabilidades de adaptacion y supervivencia (Torres Callupe, 2017).

Importancia de Typha dominguensis en biorremediacion de aguas residuales y de
lixiviados

La demanda creciente de alimentos ha generado que los sectores agropecuarios y
ganaderos, usen tecnologias que garanticen la salud e inocuidad de los alimentos, haciendo
uso de fertilizantes, farmacos veterinarios y pesticidas, los cuales contienen metales
pesados, estos al ser vertidos a los cultivos y al suelo, son liberados al medio ambiente,
alcanzando los cuerpos de agua superficiales, estos quimicos se convierten en
contaminantes, alterando el medio ambiente (Franco et al. 2020), también son
contaminados por el vertimiento directo de aguas residuales y de lixiviados (Canal &
Torres, 2023). Es alli donde radica la importancia del género Typha, una planta que es
capaz de adaptarse a diferentes habitats como arroyos, lagunas, pantanos, drenajes, canales
de riego en diferentes condiciones con suelos saturados, contaminados en condiciones
anoxicas, debido a sus grandes rizomas subterrdneos que estabilizan el sedimento,
disminuyendo la turbidez, convirtiéndose en un organismo clave en los cuerpos de agua,
poseen alta capacidad de absorcion y acumulacion de nutrientes de nitratos, fésforo y
liberan quimicos que inhiben el crecimiento de fitoplancton perjudiciales, de esta manera

reducen el proceso de eutrofizacién (Franco et al. 2020).

Por ello Typha dominguensis, ha sido estudiada y empleada en sistemas de tratamiento de
aguas residuales y de lixiviados, Mufioz & Vasquez (2020) menciona que Typha

dominguensis tiene mayor porcentaje global de remocion de sélidos totales en suspension,



1.2.2

DBOs (Demanda bioquimica de oxigeno), DQO (Demanda quimica de oxigeno), y
coliformes termotolerantes de aguas residuales domesticas, estos sistemas han sido muy
utilizados mediante el tratamiento con humedales artificiales, superando a otras especies

como Juncus sp, Cyperus papyrus, Phragmites australis, y Chrysopogon zizanioides.

Bacterias de la rizosfera

Las plantas se localizan en la base de la cadena tréfica, debido a su capacidad de modificar
la energia solar en energia quimica, son capaces de fabricar sus propios carbohidratos, por
medio de la fotosintesis, utilizando la materia prima y los minerales que toman desde el
suelo, no requieren de una fuente de alimento, mas bien son proveedoras de alimentos para
otros organismos. De alli los procesos de absorcion a nivel de la raiz que les permite un
crecimiento activo, la falta de estos minerales puede ser perjudicial para la planta (Ona,
2021).

La rizdsfera, es un ambiente donde habitan diferentes especies de microorganismos y estos
son atraidos a las raices, es una zona de mucha actividad donde el tipo y cantidad de
microorganismos, depende de las caracteristicas y funcion del suelo, son capaces de crecer
en la porcién del suelo mas préxima a la raiz, y el rol que cumple estos microorganismos,
estd en funcion de contribuir al crecimiento vegetal de la planta, y asi puedan ser

considerados como potenciales biofertilizantes (Ona, 2021).

Las rizobacterias son un grupo muy diverso y vasto, que habitan y rodean la raiz de una
planta, en cuanto a las relaciones que forman algunas son benéficas y otras perjudiciales,
también algunas son neutras. Lo interesante es que estas bacterias juegan un papel
importante (figura 4) en la adaptacion y productividad de la planta a través del tiempo
(Velasco et al., 2020).



Figura 2. Mecanismos de accion de las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR)
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Las Pseudomonas son un grupo importante de bacterias, con muchas aplicaciones y
beneficios, existen numerosos estudios, que describen los beneficios que produce
Pseudomonas aislado de la rizésfera de plantas, como lo menciona Rolon (2020)
Pseudomonas rhodesiae aislada de Typha latifolia, es promotora del crecimiento vegetal
debido a que es capaz de sintetizar auxinas, o que produce el crecimiento de raiz y tallo
en la planta, también es capaz de producir tolerancia a cadmio en plantas. Por ello, Rolén
(2020) menciona que los microorganismos que habitan en la raiz de la planta son de gran

importancia, porque se establece una relacion simbidtica donde se favorecen mutuamente,



y la funcién de estas bacterias es proveer nutrientes a las plantas, y asi favorecer el
desarrollo de la planta haciendo que se adapte a los cambios y condiciones del suelo en el

gue se encuentran.

Varios estudios mencionan que Pseudomonas sp. aislada de la rizosfera, son promotoras
de crecimiento. Cordova et al. (2022) demostré que las bacterias como Bacillus sp. y
Pseudomonas sp. aisladas de la rizésfera de Opuntia quitensis (tuna) pueden ser usadas

como promotoras de crecimiento en Zea mays (maiz).

1.2.2.1 Bacterias rizosféricas implicadas en procesos de biorremediacion
Es importante buscar sistemas que no generen impactos ambientales negativos y que sean
eficientes y sustentables con el medio ambiente. La relacion que existe entre los
microorganismos Yy la planta, tomando en consideracion la composicion del suelo incide
en la capacidad metabolica, adaptabilidad y de proliferacion de estos microorganismos

rizosféricos (Ona, 2021).

Muchos estudios mencionan que las bacterias rizosféricas poseen diferentes capacidades
que van desde el uso en biorremediacion de aguas residuales, tolerancia a metales pesados,
controladores bioldgicos, promotoras de crecimiento, capacidad hidrolitica, y muchos mas
como lo reportan varios estudios (Granada & Masias, 2022; Alvarez et al., 2020;
Solérzano, 2023; Cérdova et al., 2022, Rol6n, 2020; Velasco, 2020 y Miovich & Porras,
2021).

A continuacion, se presenta tabla 3, con estudios realizados en la relacion que existe entre

planta y microrganismo
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Tabla 2. Revision bibliografica de las relaciones planta-microorganismo y sus

beneficios

Especie de Especie Beneficios Referencia
Microorganismo vegetal

Bacillus, Girasol Reduccion del contaminante (gasolina) en Almanzan et al.,
Pseudomonas, (Helianthus el suelo 2024
streptomyces, annuus)

Priestia, Massilia y

Sphingobium

Bacterias No indica Reduccion en un 90% de fertilizantes Quiroz, 2021
rizosféricas como quimicos

Bacillus,

Pseudomonas y
Actinobacteria

Bacterias No indica Eliminacion de materia organica de aguas Miovich &
rizosféricas como: residuales Porras, 2021
Bacillus y
Pseudomonas
Lysobacter, Trébol Colaboran con la acumulacion de metales Lin, Liu, Li vy
Kaistobacter, (Trifolium pesados como cromo, plomo y cadmio en Dong, 2021
Pontibacter, repens L.) las plantas y aumentan la cantidad de
Flavisolibacter, materia organica, nitrégeno y fosforo.
Adhaeribacter y
Bacillus
Streptomyces Sorgo Aumenta la acumulacion de glicina, betaina  Kour et al., 2020
laurentii (Sorghum y azlcar; aumenta el contenido de clorofila,
bicolour L.) reducen la peroxidacion lipidica.
Bacillus Col rizada Asimila la concentracion de los iones de Sarawane
amyloliquefaciens China amonio y hierro de aguas residuales. eyaruk S. et al.,
(Brassica 2019
oleraceae)
Arthrobacter agilis  Maiz (Zea Colonizan las raices del maiz y promueven Avilés-Garcia et
mays) la absorcidn de hierro. al., 2016
Arthrobacter agilis  Alfalfa Produce  dimetilhexadecilamina,  que Velazquez-
(Medicago estimula el alargamiento del tejido e Becerra et al,
sativa) incrementa la producciéon de biomasa. 2011; 2013

También inhibe el crecimiento de
patégenos. Promueve el crecimiento de
hongos beneficiosos como Trichoderma
viride y Trichoderma viride.

Glomus Lirio Ayuda al crecimiento de raices y tallos, Arriaga et al.,
fasciculatum y  (Lilium sp.) aumenta el contenido de otros minerales 2009
Bacillus subtilis después del tratamiento como zinc (Zn),

cobre (Cu) y hierro (Fe).

La biorremediacion utiliza microorganismos para descomponer o desintoxicar
contaminantes ambientales dafiinos. Este proceso hace uso de las capacidades metabdlicas
de los microorganismos para neutralizar o remover los contaminantes, el méetodo se basa

en la digestion por parte de los microorganismos que son capaces de incorporar diferentes
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compuestos organicos e inorganicos para ser usados como fuente de carbono, nitrogeno o
energia (Brutti et al., 2018).

Las ventajas que brindan estos procesos son:

e Tratamiento seguro, no tiene impacto negativo en la salud y en el ambiente
e Facil aplicacion en el tratamiento

e Los productos son inocuos 0 menos toxicos

e Proceso tecnoldgico aplicable y efectiva

e Bajos costos de instalacion y tratamiento

Como limitacién del proceso de biorremediacion, el tiempo es un factor que influye en
este proceso, ya que es variable segun el tipo de contaminante para degradar, hasta alcanzar
una cantidad aceptable, que cumpla con las normativas exigentes. Por el contrario, los
procesos quimicos, son mas rapidos en la degradacién de contaminantes, pero causan la
eliminacion de la microbiota autdctona, modificando las caracteristicas fisicoquimicas y
bioldgicas del ambiente (Brutti et al., 2018).

Existen estrategias de biorremediacion como son la intrinseca y la asistida o dirigida:

La biorremediacion intrinseca, consiste en la capacidad propia del microorganismo, en la
que de forma natural realiza la biodegradacion de los contaminantes, la biotransformacién
puede ocurrir de forma total o parcial. Mientras que la biorremediacion asistida o dirigida
consiste en mejorar el proceso de multiplicacién y aceleracion, haciendo uso de la

bioaumentacion o bioasimilacion (Brutti et al., 2018).

En cuanto a la bioasimilacion las bacterias enddgenas que son propias del lugar, deben
tener la capacidad de degradar los contaminantes, y mediante la adicion de nutrientes, se
estimula el crecimiento y multiplicacion (Brutti et al., 2018). Mientras que, en la
bioaumentacion, la adicion de bacterias exdgenas o enddgenas, que previamente fueron
multiplicados en laboratorio, estos completan la microbiota enddgena, y debido al aumento

de la poblacién y su capacidad puedan reducir el contaminante (Brultti et al., 2018).

Existen diferentes bacterias que son ampliamente utilizadas en procesos de
biorremediacion que van desde el tratamiento de suelos contaminados con petroleo,
metales pesados, pesticidas, tratamientos de aguas residuales, efluentes de industrias

aceiteras, textiles, curtiembres. Los géneros bacterianos mas usados en los procesos de
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1.2.3

biorremediacion de suelos y agua son: Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter, Nocardia y
Alcaligenes (Brutti et al., 2018).

La notable versatilidad nutricional de Pseudomonas, combinada con la capacidad de
adaptabilidad a diferentes hospedadores y ecosistemas gracias a la variabilidad genética
que posee, las convierte en excelentes candidatas para biorremediacion. Como por ejemplo
Pseudomonas aeruginosa se aisla con frecuencia de suelos y aguas subterraneas
contaminados con petréleo. Pseudomonas fluorescens con aplicaciones en la agricultura
sustentable, también es controlador biolégico y promotora de crecimiento vegetal.
Pseudomonas putida es capaz de hidrolizar algunas toxinas ambientales. Otras especies de
Pseudomonas con estas propiedades son Pseudomonas mendocina y Pseudomonas stutzeri
(Salamanca 2021; Alvarez et al., 2020 y Solérzano 2023).

Geénero Pseudomonas

Las Pseudomonas son un grupo de bacterias que componen un amplio género, pertenecen
a las Gram negativas de la familia Pseudomonadaceae, lo cual es uno de los dominios mas
amplios dentro de todas las bacterias. Debido a su diversidad y abundancia de especies, es
su amplia y alta capacidad metabdlica, ello explica su adaptacion y ubicuidad en la
naturaleza. Existen cepas bacterianas que son capaces de fijar nitrogeno atmosférico, otros
crecen en suelos salinos, son capaces de vivir en condiciones aerébicas como anaerébicas,
a concentraciones de pH y temperatura muy altos o0 muy bajos, otros son capaces de
participar en procesos de 6xido reduccion de azufre, su versatilidad enzimatica es tan
variada que le permite degradar diferentes compuestos de los mas simples a los mas

complejos (Santamaria, 2021).

En su estructura poseen uno o mas flagelos polares, que les da la capacidad de moverse y
colonizar diferentes habitats, por ello se han encontrado Pseudomonas asociadas a plantas,

mares, insectos, ganado, humanos, rios, etc (Santamaria, 2021).

1.2.3.1 Historia y taxonomia del género Pseudomonas

El género Pseudomonas ha sido estudiado en todo el mundo y ha habido algunos cambios
en la nomenclatura del género a lo largo del tiempo. Originalmente se caracterizé sobre la
base de sus caracteristicas metabdlicas y morfoldgicas, de las cuales se describieron
aproximadamente a 29 especies y otras 235 especies poco conocidas segun el manual de

bacteriologia sistematica de Bergey’s, luego este mismo manual de bacteriologia
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sistematica de Bergey’s redujo la lista de especies reconocidas a 112 (Garrity et al.,2005).
Los primeros en hacer tal clasificacion fueron Palleroni y sus colaboradores de la
universidad de Berkeley y la universidad de California, EE.UU, quienes en 1963
clasificaron Pseudomonas en cinco categorias basadas sobre la hibridacion rRNA-ADN.
En 2012, la lista de 138 cepas de Pseudomonas se actualizo con la adicion de dos especies
recientemente descritas, P. chlororaphis y P. alkylphenolia con el propoésito de

comprender las relaciones filogenéticas de las especies (Garrity et al.,2005).

Se divididé en seis grupos el primer linaje, representado por la especie P. syringae, P.
fluorescens, P. lutea, P. anguilliseptica, P. putida, y P. straminea. ElI grupo de P.
fluorescens fue el mas dificil y complejo, abarcé 9 subgrupos, caracterizados por las
especies P. gessardi, P. fluorescens, P. fragi, P. jesseni, P. koreensis, P. mandelii, P.
corrugata, P. asplenii y P. chlororaphis. El segundo linaje P. aeruginosa, se dividio en
cuatro grupos principales segun las caracteristicas de las especies P. oleovorans, P.
aeruginosa, P. oryzihabitans y P. stutzeri. Las poblaciones de P. pertucinogena son
independientes de cualquier linaje P. duriflava, P. luteolay P. caeni se consideran especies
atipicas del género (Sanchez, 2013).
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La clasificacion taxondémica de Pseudomonas sp. es la siguiente:
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Pseudomonas
Especies: Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Pseudomonas stutzery
Pseudomonas pseudoalcaligenes

Fuente: Lopardo, 2016; Garrity et al.,2005.

1.2.4 Metabolismo del género Pseudomonas
El género Pseudomonas y todas las especies, tienen al oxigeno como aceptor final de
electrones, siendo organismos aerobicos; también existen otras especies que utilizan el
nitrato como aceptor alternativo de electrones, y por ello realizan la desnitrificacién. El
citocromo oxidasa también participa en algunos casos en la desnitrificacion (Gémez et al.,
2008).

Las especies del género Pseudomonas, pueden sintetizar diferentes metabolitos
secundarios y biopolimeros que tienen importancia biotecnoldgica. También se les
encontro la capacidad de reducir contaminantes en el medio ambiente, como los
hidrocarburos aromaticos que son compuestos recalcitrantes. Este género utiliza las vias
de metabolismo y las vias de degradacion al incorporar diferentes nutrientes, realizando la
limpieza de sitios contaminados, esto les confiere la capacidad de adaptarse y sobrevivir a
una gran variedad de habitats, realizando la formacion de biopeliculas (Gomez et al.,
2008).
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La posesion de componentes mdviles como transposones, plasmidos y operones, y la
composicion genética de Pseudomonas, le permite el traspaso de genes y por tanto, permite
una adecuacion a la presencia de nuevos contaminantes en un ecosistema determinado.
Ademas, tienen genes que codifican enzimas que utilizan para mineralizar contaminantes.
Pseudomonas aeruginosa ha sido estudiada por la produccion de biosurfactantes de fase
estacionaria, cuya funcion en la biorremediacion es solubilizar compuestos hidrofobos
(GOmez et al., 2008).

1.2.4.1 Metabolismo de Pseudomonas en carbohidratos

Mediante un estudio realizado con sustratos marcados con carbono 13, realizado en el
andlisis de flujo metabdlico basado en carbono, se demostré que Pseudomonas putida
KT2440 aislada del suelo que coloniza la rizosfera, utiliza en la mayor parte de sus
procesos metabdlicos casi exclusivamente la ruta de Entner-Doudoroff (ED), para el
catabolismo de la glucosa, sin embargo se observo que esta bacteria codifica las enzimas
requeridas, para ejecutar otras dos rutas metabdlicas que son Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP) vy la via de las pentosas fosfato (PP), rutas que también son conocidas por el
catabolismo de la glucosa, entender cual de las tres rutas usa esta bacteria para el
catabolismo de la glucosa, radica en la enzima glicolitica 6-fosfofructo-1-quinasa (Pfk),
quien es la responsable de catalizar la conversion dependiente de ATP de la fructosa-6-
fosfato en fructosa-1,6-bifosfato, siendo un paso clave en la ruta glucolitica. Por lo tanto,
la ausencia de esta enzima en Pseudomonas putida explica porque la ruta que se utiliza
para la degradacion de la hexosa es Entner-Doudoroff (ED) con una aportacion muy
pequefia de la via PP (Nikel et al., 2015).

Existen diferencias entre los organismos como Pseudomonas sp. y otros bacterias como E.
coli y otras enterobacterias en cuanto al transporte, metabolismo del catabolismo de
azucares, asi como también su regulacién, ya que para las bacterias como E. coli o Bacillus
subtilis el sustrato de preferencia es la glucosa sin embargo para Pseudomonas ni la
glucosa, ni otros como la fructuosa, el glicerol o el gluconato son fuentes preferentes
(Fernandez, 2012). Sin embargo, el metabolismo en las enterobacterias, la glucosa se
transporta por medio de la membrana citoplasmatica y se fosforila como glucosa-6-fosfato
mediante la ruta metabdlica de las pentosas fosfato (PEP-PTS). Se ha descubierto que esta
ruta metabolica, es la encargada del transporte de diversos carbohidratos en diferentes

microorganismos, mientras que, en Pseudomonas, el unico carbohidrato que es trasladado
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al interior de la célula, mediante la ruta de las pentosas fosfato (PEP-PTS) parece ser la
fructuosa, ya que otros azUcares, asi como la glucosa ingresan al periplasma a través de
porinas (OprB) de la membrana externa. El catabolismo de la glucosa es bioquimicamente
rico, con tres vias convergentes capaces de convertir este azucar en el intermediario 6-
fosfogluconato (6PG), mientras que el metabolismo de carbohidratos no es el preferido en

las especies de Pseudomonas (Fernandez, 2012).

En el citoplasma bacteriano, la glucosa se puede fosforilar directamente a glucosa-6-
fosfato; convertido en acido glucénico en el periplasma y fosforilado en glucosa 6 fosfato
en la célula; o puede continuar oxidandose hasta que el acido 2-cetogliconico ingrese a la
célula y experimente dos procesos. Las actividades enzimaticas se fosforilan y reducen,
formando finalmente glucosa 6 fosfato. Aunque las tres vias operan simultaneamente, se
ha demostrado que la glucosa-6-quinasa y el anillo 2-cetogluconato son cuantitativamente
mas significativos que la fosforilacion del acido glucénico mediada por la glucoguinasa.
Mientras que en E.coli y Bacillus subtilis desempefia un papel menor, porque los
carbohidratos intermediarios fosforilados son asimilados por la glucolisis (Fernandez,
2012).

La conversion de la glucosa 6 fosfato en 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato derivado de
cualquiera de las rutas metabolicas anteriores, mediada por 6-fosfogluconato deshidratasa.
Luego el 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato es hidrolizado por la 2-ceto-3-desoxi-6-
fosfogluconato aldolasa para formar una molécula de gliceraldehido-3-fosfato y una
molécula de piruvato. El gliceraldehido-3-fosfato se metaboliza a través de la via
glucolitica y se transforma en piruvato mediante una serie de pasos. Finalmente, el piruvato
producido en una u otra via se descarboxila a acetil-CoA, que puede ingresar a Ciclo de
acidos tricarboxilicos (CAT) o producirse en vias biosintéticas como la sintesis de novo
de &cidos grasos. Como hemos visto, existen grandes diferencias en el transporte y
metabolismo de azUcares entre Pseudomonas y bacterias tradicionalmente utilizadas como
modelos bioquimicos, como E. coli (Fernandez, 2012). Otro estudio menciona que el 90%
del azucar consumido se convierte en gluconato, que ingresa al metabolismo central del
carbono como 6-fosfogluconato también se observo que el 10% de las triosas fosfatos son
almacenadas para formar hexosas fosfatos. Aqui se observa que las tres rutas metabdlicas
que son la ruta de las pentosas fosfato, Entner-Doudoroff y Embden-Meyerhof-Parnas

(EDEMP) fusionan sus actividades para formar una ruta metabodlica imprevista el ciclo
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Embden-Meyerhof-Parnas (EDEMP), el cual hace su trabajo para procesos de glucolisis y
gluconeogénesis, cabe sefialar que esta ruta metabolica no surge de la adquisicion de
diferentes genes, sino de la expansion de la conectividad entre elementos metabdlicos
existentes. Este mecanismo fue estudiado en Pseudomonas putida, llegando a la
conclusion que esta via le facilita enfrentar diferentes tipos de dificultades como el estrés
oxidativo, tolerancia a la desecacion y otras circunstancias ambientales adversas
(Fernandez, 2012).

1.2.4.1.1 Amilasa

La amilasa es una enzima hidrolitica que cataboliza al homopolisacarido almidén, el cual
esta conformado por muchos monémeros de alfa D glucosa, a su vez conformada por dos
estructuras diferentes que son la amilosa (lineal), esta es la que conforma un 10 a 20% del
almiddn, y es la responsable de la produccién del color azul en presencia de lodo, y la
amilopectina (ramificada) conforma un 80 a 90% del almiddn. La accion de las amilasas
sobre la amilopectina, va a generar dextrinas que vienen a ser polimeros con un numero
reducido de glucosas, estas dextrinas a su vez son catabolizadas a maltosa y glucosa
(MacFaddin, 2003).

1.2.4.2 Metabolismo de Pseudomonas en lipidos
Los &cidos grasos en las bacterias, se encuentran a menudo como fosfolipidos que esta
formado por un diacilglicérido (dos acidos grasos unidos a una molécula de glicerol) y el

tercer carbono del glicerol se encuentra unido a un grupo de cabeza polar (Jiménez, 2022).

Los acidos grasos son facilitados por los fosfolipidos de la membrana que constantemente
se producen, modifican y destruyen, o también pueden ser absorbidos del exterior ya que
estos son una importante fuente de energia, estos Ultimos son transportados a través de la
membrana celular y luego activados a acil-CoA y catabolizados mediante el ciclo de beta

oxidacion (Jiménez, 2022).

El transporte de acidos grasos varia dependiendo de su tamario, los de cadena corta (C4-
C6) son conducidos por la porina Ompf, mientras que los de cadena media (C7- C11)
ingresan por difusién simple, mientras que los de cadena larga (C12 — C18) necesitan un
transporte facilitado que atraviese la célula, una proteina de transporte de acidos grasos
que se ubica en la membrana externa y sirve también como receptor, una vez ingresado el

acido graso, la enzima acil-Coa sintetasa que se encuentra en el citosol, es la responsable
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de activar estos acidos grasos de cadena larga y los convierte en tioesteres de acil-Coa de
cadena larga, este compuesto activa un regulador que reprime la expresion de genes de
biosintesis y en cambio activa la expresion de genes para realizar la degradacion de &cidos
grasos, los cuales terminan siendo derivados a la ruta metabdlica p-oxidacion donde son
catabolizados hasta formar moléculas de acetil-CoA y dependiendo de las necesidades de
la célula pueden ser llevados al ciclo del glioxilato para que puedan ser usados como Unica

fuente de carbono y energia (Jiménez, 2022).

1.2.4.2.1Lipasas

La lipasa es un tipo de enzima que puede hidrolizar triglicéridos para producir acidos
grasos libres y glicerol (figura 1), asi brindan una fuente de energia, cumpliendo con las
necesidades nutricionales de la célula; Y bajo ciertas condiciones, puede catalizar otras
reacciones de amindlisis, transesterificacion y esterificacion (Salazar et al., 2020). Estas
enzimas son catabolicas, actuan sobre esteres emulsionados de lipidos o glicéridos, son
especificas para las cadenas alfa de los triglicéridos, hidrolizan el triglicérido en
monoglicéridos, acidos grasos y glicerol. Cuando sucede la ruptura de enlaces éster, los
acidos grasos se combinan con elementos de agua y se comportan como acidos

carboxilicos, lo que le confiere insolubilidad al agua (Salazar et al., 2020; Jiménez, 2022).

Estas enzimas se clasifican en dos grupos: Las esterasas o llamadas también
carboxilesterasas y las lipasas, estas dos se diferencian por la especificidad del sustrato,
las esterasas acttan sobre acidos grasos de cadenas cortas de atomos de carbono menores
a 10, esteres simples, el sustrato estandar es la tributirina; Mientras que las lipasas actlan
sobre acidos grasos de cadenas largas, mayores a 10 a&tomos de carbono, el sustrato de
referencia es la trioleina. También pueden ser diferenciadas “por la especificidad del
sustrato, las esterasas actlan sobre sustratos méas solubles con un grado variable de
hidrofobicidad, mientras que las lipasas actlan sobre sustratos insolubles, hidrofobicos.
Ambas enzimas son estables en presencia de disolventes organicos (Salazar et al., 2020).
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Figura 3. Hidrolisis de un triglicérido
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Fuente: MacFaddin, 2003

Las lipasas son de gran importancia biotecnoldgica y biomédica debido a que no producen
subproductos innecesarios y ademas proporcionan beneficios econdémicos cuando se
utilizan. El mercado de enzimas estaba valorado en 3.300 millones de ddlares en el 2010,
creciendo a una tasa compuesta de mas del 6% anual, y alcanzara los 4.400 millones de
dolares en 2019 (Jiménez, 2022). Las lipasas actualmente tienen nuevas aplicaciones en la
industria de los hidrocarburos y estan expandiendo la produccion farmacéutica como
lipasas bacterianas y fungicas, por la facilidad de produccion, mediante tecnologia de ADN
recombinante ya que aparecen en muchos microorganismos, como en especies Candida
rugosa, Aspergillus niger, Pseudomonas sp., Mucor mihei, Rhizopus oryzae, Geotricum
candidum y Rhizopus niveus (Jiménez, 2022). Estas han sido usadas en el tratamiento de
aguas residuales y tratamiento de residuos sélidos, para hidrolizar grasas y liquidos, ya que
los métodos quimicos y fisicos convencionales son costosos, y aqui la biotecnologia
ambiental emerge como una alternativa limpia, econémica y eficiente en un balance con
los tratamientos tradicionales que se saturan rapidamente, consumen recursos internos y

no logran los objetivos esperados (Jiménez, 2022).

1.2.4.3 Metabolismo de Pseudomonas en proteinas
En la actualidad las proteasas son clasificadas mediante tres caracteristicas: la relacion
evolutiva, naturaleza quimica del sitio catalitico y la reaccidon catalizada. Asi como
también dependiendo del sitio de accion, las proteasas se dividen en dos: las
endopeptidasas y las exopeptidasas (Rodrigo, 2013).

Las exopeptidasas son las que liberan un aminoacido a través del corte del enlace peptidico
en los extremos N-amino o carboxilo, por lo que se las llama aminopeptidasas, estan muy

bien distribuidas en hongos y bacterias, estas son enzimas intracelulares que cortan el
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aminoacido N terminal de proteinas inmaduras. Segun la naturaleza del sitio activo se las
clasifica en serina carboxipeptidasas, metalo carboxipeptidasas Yy cisteina
carboxipeptidasas. Un ejemplo de ello son las metalo carboxipeptidasas que fueron
aisladas de Pseudomonas (Rodrigo, 2013).

Las endopeptidasas se las clasifica en metaloproteasas, serina proteasas, aspartico
proteasas y cisteina proteasas; las mas abundantes son las serina proteasas que se
encuentras muy bien distribuidos en virus, hongos, bacterias y eucariotas, estas se
subclasifican segun el tipo de pH éptimo para realizar su actividad encontramos a las
alcalinas que poseen un pH que rodea 10, estas son producidas por Flavobacterium y
Streptomyces; también estan las subtilinas con una temperatura de 60°C y un pH de 10,
sintetizadas en su mayoria por Bacillus y las que son usadas para detergentes. También se
encuentran las proteasas acidas o también conocidas como aspartico proteasas que poseen
un pH de 3 a 4, producidas por Aspergillus, Neurospora, Penicillium y Rhizopus. Las
proteasas mas diversas son las metaloproteasas, estas necesitan un ion metalico divalente
para realizar su actividad, estas se subclasifican en alcalinas, neutras, Myxobacter | y
Mixobacter I1. Las alcalinas tienen poca especificidad porque poseen muchas dianas
mientras que las neutras son especificas por los aminoacidos hidréfobos, todas son
inactivadas por sustancias quelantes como el EDTA. Es asi que muchas de estas proteinas
poseen tolerancia a altas temperaturas como por ejemplo la termolisina, que posee un
atomo de Zn y cuatro de Ca lo que le facilita su termorresistencia por una hora a 80°C,
esta es producida por B. stearothermophilus. Otro ejemplo de metaloproteasas neutras es
la colagenasa sintetizada por C. histolyticum o la elastasa de Pseudomonas aeruginosa.
Las proteasas mas comunes en bacterias son las proteasas alcalinas, neutras y la serina

proteasas (Rodrigo, 2013).

En Pseudomonas la proteasa encargada de degradar la leche es una metaloproteasa alcalina
conocida como AprX, cuya expresion estd regulado por el aumento de temperatura,
aumento de niveles de hierro en el medio y cambio de fase. Pseudomonas Fragi, P.
Lundensis y P. fluorescens son las mas involucradas en la alteracion de la leche debido a

la accidon de sus proteasas (Rodrigo, 2013).

1.2.4.3.1Gelatinasa

Son las enzimas capaces de digerir la gelatina, una proteina que derivan del colageno

animal, estas enzimas realizan proteolisis por lo tanto son del tipo proteinasas, tienen la
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capacidad de generar gelatinolisis por ello se las llama gelatinasas. Estas enzimas ayudan
a reducir el tamafio de las proteinas para que asi sean aprovechados por las bacterias por
lo tanto estas segregan gelatinasas exocelulares que catabolizan las proteinas a
componentes mas pequefios, asi como las gelatinasas catabolizan la gelatina hasta
aminoacidos (figura 2), lo que hace que pierdan sus caracteristicas gelificantes
(MacFaddin, 2003).

Figura 4. Actividad hidrolitica de la enzima gelatinasa

gelatinasas o )

Proteina + H,0 » Polipéptidos (1)
proteinasas

e elatinasas . L . s

Polipéptidos + H,0 2 : » Aminoacidos individuales (2)
peptidasas

Fuente: MacFaddin, 2003

1.2.4.3.2Caseinasa

Esta enzima actla sobre la proteina Caseina, esta proteina es una fosfoproteina compleja,
que se encuentra en mayor abundancia en la leche, la accién de esta enzima es romper
enlaces peptidicos y transformar la estructura cuaternaria de la proteina, produciendo
aminoacidos. Esta reaccion puede verse en la prueba de hidrdlisis de caseina mediante el
agar caseina, ya que al ser opaca, la accién de la caseinasa hace que el medio sea
transparente debido a que los aminoéacidos se disuelven en el medio alrededor de la colonia
(MacFaddin, 2003).

1.2.4.4 Metabolismo de Pseudomonas en DNA y esculina

1.2.4.4.1DNasa
Estas enzimas perteneces al grupo de las nucleasas capaces de degradar los acidos
nucleicos, esta enzima cataboliza la despolimerizacién del DNA es decir que rompe la
unién de polimeros y forma mondémeros de acido nucleico de DNA. Esta enzima es una
endonucleasa extracelular, que hidrolizan un puente fosfodiéster interno que genera
extremo 3' hidroxilo y 5' fosforilo o 5' hidroxilo y 3' fosforilo, estas necesitan un cation
divalente para esta actividad y son proporcionados por las peptonas, en el medio de
crecimiento. El resultado de las DNasas son la produccion de desoxirribonucleétidos con
porcentaje mas elevado de purinas en el sustrato de DNA. Estas enzimas extracelulares se
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encuentran en pocas especies bacterianas como: Staphylococcus, Corynebacterium,

Serratia, Pseudomonas, Bacillus y Vibrio (MacFaddin, 2003).

1.2.4.4.2Esculinasa

1.2.5
1.251

La esculina es un glucésido derivado de la cumarina (6 beta glucosido 7 hidroxicumarina)
la enzima que cataliza este glucésido es la esculinasa, que forma como producto la
esculetina y dextrosa. Esta actividad es revelada en el medio Agar bilis esculina donde la
presencia de esta enzima se revela por accion del citrato de amonio férrico que se evidencia

por la aparicion de un color marron oscuro (MacFaddin, 2003).

Especies de Pseudomonas sp. de importancia ambiental

Pseudomonas fluorescens

Esta especie se encuentra en diferentes ambientes que van desde plantas, suelo y agua,
pueden ser aislados en medios que contiene carbono, crecen a una temperatura dptima de
25a 30°C.

Se pueden diferenciar al menos cinco subgrupos, biovar I, se considera que es la especie
tipica de P. fluorescens, la cepa tipo pertenece a este grupo juntamente con P. marginalis.
El biovar Il se encuentran las cepas que son saprofitos, aqui se encuentra P. aurantiaca,
esta cepa ahora es una sub especie de P. chlororaphis. Biovar I11, que se diferencian entre
si por su capacidad de utilizacion de acidos dicarboxilicos. Biovar IV contiene a la cepa
tipo P. lemonnieri. Biovar V posee propiedades nutricionales heterogéneas y pueden ser
cepas que han perdido una o mas propiedades de importancia, para ser diagnosticadas en
los diferentes biovares, en este biovar se encuentra P. schuylkilliensis y P. geniculata
(Garrity et al., 2005).

Pseudomonas fluorescens tiene multiples aplicaciones, especialmente en la agricultura
como promotoras de crecimiento, ya que son excelentes colonizadoras y competentes en
la rizosfera de la planta, debido a que se adaptan facilmente y colonizan la raiz para
sobrevivir, esto debido a sus flagelos y la capacidad metabdlica que posee, esto le permite
combatir y luchar por los mejores nichos ecoldgicos, también son relacionadas al control

bioldgico de patdgenos (Alvarez et al., 2020).

Un elemento fundamental para el desarrollo de todos los organismos vivos es el hierro, la
carencia de hierro en el suelo y la rizosfera genera una intensa competencia. Pseudomonas

fluorescens se caracteriza por la formacion de pigmentos, que emiten fluorescencia cuando
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1.25.2

se excitan a longitudes de onda bajas. Estos pigmentos pueden formar complejos con el
hierro en la rizosfera, y luego ser absorbido por Pseudomonas o la propia planta, tal es el
caso de la pioverdina. Estos sideréforos como la pioverdina son esenciales para una buena
colonizacion de la rizosfera. Estos ayudan al control bioldgico de fitopatdgenos vegetales
que también requieren hierro para sobrevivir. Pseudomonas también se caracteriza por la
produccidn de varios metabolitos secundarios, como antibiéticos, fungicidas y cianuro de
hidrégeno, que pueden afectar directamente a otros fitopatdgenos y promover
indirectamente el crecimiento de las plantas. Por otro lado, la capacidad de las bacterias
para producir ciertos metabolitos secundarios, les brinda una mayor competitividad en la

rizosfera y una mayor supervivencia (Martin et al., 2011).

Pseudomonas nitroreducens

Pertenece a las gramnegativas, es aerdbica, posee flagelos, conocida por su capacidad para
reducir compuestos nitroaromaticos, lo que le confiere un potencial biotecnoldgico y
ambiental significativo. Esta especie ha sido aislada en suelos, debido a que son
promotoras de crecimiento de las plantas, Y cumple una funcién clave en el sistema de
transporte de nitrato de alta afinidad en las raices (Trinh et al., 2018). También a sido
encontrada en ambientes acuaticos como en aguas residuales, donde encontraron que posee
la capacidad de degradar moléculas complejas, como sustancias aromaticas xenobiotixas,
y son capaces de tolerar plomo, por ello es que esta especie tiene un rol en los ecosistemas
naturales (Bedoya et al., 2021).

Al igual que otras bacterias del género Pseudomonas, puede contribuir a los ciclos
biogeoquimicos de nitrégeno y otros elementos, ayudando a descomponer compuestos
complejos en el medio ambiente. Pseudomonas nitroreducens, obtenida de suelos
agricolas contaminados con pesticidas, es capaz de descomponer niveles elevados de
clorpirifos, siendo mas eficaz que otros géneros como Bacillus (Aswathi et al., 2019). Esta
especie posee la capacidad de producir lipasas (Watanabe et al., 1977). Se investiga su uso
en la remediacion de sitios contaminados con productos quimicos como los compuestos
nitroaromaticos, que son téxicos y persistentes en el medio ambiente y pueden ser Gtiles
en el tratamiento de aguas residuales o suelos contaminados en industrias quimicas y

textiles, que a menudo liberan estos compuestos al medio ambiente (Bedoya et al., 2021).
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1.2.6

1.26.1

Relacion de Pseudomonas con plantas

La relacidn entre microorganismo y planta, es muy diversa, y muy amplia, en su mayoria
son beneficiosas. Se ha explorado una mejoria en la nutricion y crecimiento de la planta,
en relacion a la fijacion de nitrégeno atmosférico, debido a que las plantas no tienen esta

capacidad recurren a la simbiosis con microorganismos que les benefician (Ona, 2021).

Pseudomonas también forma parte de un grupo de microorganismos, que pueden
beneficiar a las especies de plantas a las que esta asociada y aumentar los rendimientos.
También se estan estudiando a estas cepas, por su capacidad para actuar como agentes
biocontrol de microorganismos patdgenos, debido a su capacidad para producir diversos
antibidticos como pirrolnitrina, fenazinas, 2,4 dietilflutriol, ciclopéptidos, cianuro de
hidrogeno y otros compuestos organicos volatiles, estos estudios se centraron
principalmente en especies de P. fluorescens, con mas de 37.000 articulos que mencionan
esta bacteria como agente de biocontrol, y existen 250 genomas de esta especie disponibles

publicamente en bancos como el NCBI (Santamaria, 2021).

Muchas especies del género Pseudomonas tienen la habilidad de colonizar raices, hojas o
tallos de plantas, estas viven de los nutrientes que la planta les brinda, Pseudomonas
fluorescens debido al movimiento flagelar, es capaz de adaptarse rapidamente y colonizar
la riz6sfera de la planta, a mayor movimiento flagelar mayor motilidad, este género posee
actividades de biocontrol de patégenos y promocion del crecimiento vegetal (Alvarez et
al., 2020).

Importancia biotecnoldgica de Pseudomonas

Este género es capaz de vivir en diferentes hospedadores y ecosistemas, y su adaptabilidad
a su medio ambiente, es porque poseen algunos genes o funciones de provecho. Segun el
estudio realizado por Santamaria (2021) utilizando genomas de diferentes especies de
Pseudomonas, de diferentes ambientes y nichos como plantas, suelos, humanos, aguas
residuales, animales, mamiferos, insectos, peces, nematodos, algas, hongos y aves. Se ha
realizado un estudio de genémica comparativa para estudiar los genes involucrados en la
adaptacion a distintos ambientes u hospederos. Los resultados del pan - genoma de
Pseudomonas, muestran que es extremadamente diverso, ya que contiene miles de genes
adicionales que estan relacionados con alguna fuente de aislamiento, mostrando que la
mayoria posee genes relacionados con nichos como el suelo, agua, plantas y animales. Al

comparar las secuencias proteicas y sus caracteristicas metabdlicas, se observa una
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relacion entre las caracteristicas metabdlicas y su fuente de aislamiento, como el
metabolismo de aminoacidos y de iones inorganicos en Pseudomonas asociados a seres
humanos. Es importante encontrar funciones asociadas que permiten descubrir su
adaptabilidad y nos permitan ver las interacciones entre bacteria — hospedador, estos
resultados pueden ser utilizados para el desarrollo de procesos biotecnoldgicos
(Santamaria, 2021). Por ello es que este género es citado en diferentes estudios, con
capacidad biorremediadora, como por ejemplo algunos poseen la habilidad de producir
biosurfactantes, que son utiles en los hidrocarburos, moviendo la fase que no es acuosa en
acuosa. En suelos contaminados con petrdleo se logré aislar Pseudomonas aeruginosa.
Este género también posee la capacidad biodegradadora de toxinas ambientales, se
encuentran Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri y Pseudomonas mendocina que

son usadas en biorremediacion (Sanchez, 2013).

Existen otras especies como Pseudomonas fluorescens, que produce sustancias como
insecticidas, como por ejemplo la toxina que ejerce su funcion sobre el gusano del tabaco
Maduca sexta, otras se relacionan con las plantas favoreciendo su crecimiento (Sanchez,
2013).

Las caracteristicas ecoldgicas de Pseudomonas se pueden obtener estudiando
interacciones antagonicas y benéficas entre Pseudomonas, y otros organismos (Lanteigne
et al., 2012), la utilizacion de enzimas para la disminucion de sustancias contaminantes,
asi como los componentes de los detergentes, son cualidades metabolicas del género
Pseudomonas (Phukon et al., 2020). Esto nos lleva a analizar compuestos dificiles de
degradar, para asi poder aislar Pseudomonas en lugares contaminados que degraden estos
compuestos (Fabryova et al., 2018; Das et al., 2020). De esta forma, futuros estudios
metabolicos o ecoldgicos podran revelar nuevas aplicaciones biotecnoldgicas de

Pseudomonas.

En el proceso de biorremediacion se debe tener en cuenta que Pseudomonas, al realizar
los procesos de degradacion, forma diferentes consorcios debido a que interactiia con otros
microorganismos. En este proceso crea relaciones simbioticas, como el cultivo mixto de
Rhodococcus erythropolis, Bacillus cereus y Pseudomonas fluorescens siendo comensales
en la degradacion de hidrocarburos poliaromaticos, también Arthrobacter y Pseudomonas
para degradar fluoreno (Gomez et al., 2008), otros ejemplos de Pseudomonas rizosfericas

en la tabla 2.
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Tabla 3. Antecedentes de Pseudomonas sp. rizosféricas empleadas en aplicaciones

biotecnologicas

Rizobacteria

Planta

Resultados

Autor

Pseudomonas vy
Bacillus

Persea americana

Control bioldgico de
Phytophthora cinnamomi y
Lasiodiplodia theobromae.

Solérzano, 2023

P. denitrificans, P. No indica (suelo Desnitrificantes. Camejo et al., 2022
aeruginosa arrocero)
Pseudomonas sp. De un sistema de Eliminacion de nitratos (> Deng Minetal., 2021
acuicultura. 95% en 28 h).

Bacillus spp. No indica Reduccion  de  materia Sampaio et al., 2020
Pseudomonas sp. organica 99% en aguas

residuales.
Pseudomonas Rais de Typha Tolerante a metales pesados  Roldn, 2020
rhodesiae latifolia
Pseudomonas Rizésfera Reduccion de nitratos, posee  Alvarez et al., 2020
fluorescens enzimas como celulasas,

glucanasas, produccién de

biofilm.
Herbaspirillum No indica Reduccion  de  materia Tang Gang et al., 2021
sp. y orgénica 79.7% en aguas
Pseudomonas sp. residuales.
Pseudomonas No menciona Eliminacion del 96% de Yu Guanlongetal., 2019
fluorescens nitrato a 30 ° C y un pH de

7,5. Reduccion de DQO

(79%), nitrégeno total (78%)

y  nitrégeno  amoniacal

(85%).
Bacillus spp. No indica Reducciéon  de materia Mahesh G. & Manu B.,
Pseudomonas sp. organica 95.5% en aguas 2019

residuales.
Pseudomonas sp.  Raiz Mauritia Posee enzimas proteoliticas ~ Alejandro et al., 2017

flexuosa

1.2.7 Gen rRNA 16S
Este es un marcador molecular el cual ha sido utilizado para la taxonomia molecular, la
codificacion de su secuencia puede revelar datos filogenéticos. A traves de este marcador
es posible conocer la identificacidn a nivel de especie. Este gen de ADN esta conformado
por un aproximado de 1500 pb, conformada por regiones altamente conservadas, que se
encuentran intercaladas con 9 regiones variables. A las regiones conservadas se unen los
cebadores que permiten diferenciar diferentes taxones que va desde arqueas 0 no, mientras
que las regiones variables son las que permiten diferenciar los taxones de diferentes
ambientes microbianos. La diferencia en la amplificacion de bacterias varia debido a dos
aspectos que son: la diferencia entre las regiones conservadas de cada especie bacteriana

y la hibridacion de los cebadores (Schneyder et al., 2021).
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Los factores que influyen en la especificidad taxondmica haciendo uso del gen rRNA 16S
son tres, los cuales son necesarios analizar cuidadosamente para evitar sesgos en los
resultados (Schneyder et al., 2021):

e Uso de un conjunto de cebadores
e Uso de canales bioinformaticos

e Laeliminacion de ruido y agrupamiento de la OTU
1.2.8 Secuenciacion por Sanger

El método de secuenciacion de ADN por Sanger, conocido como una técnica de primera
generacion, ha sido ampliamente utilizado. Este fue el método empleado para secuenciar
el genoma humano durante el proyecto del genoma humano. Aunque en la actualidad no
se usa para la secuenciacién de genomas completos, sigue siendo muy Util para secuenciar
fragmentos relativamente pequefios de ADN, como amplicones o plasmidos. La técnica
tiene un limite alrededor de los 1.000 nucle6tidos, ya que un nucleétido dideoxi tiende a
incorporarse de manera aleatoria antes de alcanzar esa longitud, y los primeros 100
nucleétidos suelen tener una lectura deficiente debido a una baja resolucion electroforética.
Al final de la secuencia, es comun observar una A extra afiadida por la polimerasa
(Cardona, 2024).

La secuenciacion de Sanger se basa en la creacion de una hebra complementaria del ADN
de interés mediante polimerizacion y en el uso de dideoxinucledtidos (ddATP, ddGTP,
ddCTP y ddTTP) que actian como terminadores de la reaccion. Estos nucle6tidos estan
disenados sin el grupo 3°-OH, lo que impide la adicion del siguiente nucle6tido, deteniendo
asi la sintesis de la nueva hebra cuando uno de ellos es incorporado por la polimerasa.
Como resultado, se obtienen fragmentos de ADN de diferentes tamafios que se pueden

separar por peso molecular a través de una electroforesis (Comonfort, 2022).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

2.1 AREA DE ESTUDIO

Humedal Lucre - Huacarpay

El humedal Lucre - Huacarpay se encuentra en la microcuenca del rio Lucre, y forma parte
de la sub cuenca del rio Huatanay. EI Humedal se sitda en la parte baja del distrito de
Lucre, con las siguientes coordenadas UTM 19L 206300 8497273 a una altitud de 3 086m.
Este se encuentra dentro los atractivos turisticos de la region, entre ellas el parque

argueoldgico de Pikillagta, ubicada en la parte superior del humedal (La Torre, 2018).

El humedal Lucre — Huacarpay, fue designado como sitio Ramsar en el 2006, asi también
se le confirio una ley de amparo de patrimonio cultural de la nacion, que fue emitida por
el Instituto Nacional de Cultura (INC). EI nombre de la laguna Huacarpay, proviene de
“Wakar” que es el nombre en quechua de un ave, la Garza Blanca (Ardea alba), este reside
permanentemente en el humedal. Este cuenta con manantiales como Miskiunuyuc,
Choquepucyo, Jayapucyo y Mancapucyo, pantanos como Piscconiyoc y Unca también
cuenta con dos rios de salida del humedal, este vierte al rio Huatanay y a su vez vierte al
rio Vilcanota (La Torre, 2018).

Segln Venero (2015) el humedal estd compuesto por seis espejos de agua permanentes,
estos son: Pumaorgo, Waton, Chogepuquio, Muyna, Huacarpay, Pesgoynioc estos
conforman un grupo fragmentado de lagunas y pantanos, junto a un area natural con

actividades antrdpicas, asi como se observa en la figura 5.
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Figura 5. Mapa base del humedal Lucre - Huacarpay
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Espejo de agua de Waton

El espejo de agua, forma parte de uno de los 6 espejos de agua del humedal de Lucre —
Huacarpay, figura 6. Posee una superficie lacustre con 39.71 ha (La Torre, 2018). Este

espejo de agua cuenta con un observatorio, figura 7.

Figura6. Espejo de agua de Waton del humedal Lucre - Huacarpay
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Flora del humedal Lucre - Huacarpay

Se ha determinado 236 especies en el humedal Lucre Huacarpay, con 66 familias, donde

destaca la vegetacion hidrofitica y hal6fita con las siguientes especies:

La vegetacion hidrofitica cuenta con un 35.29% dominadas por las especies Typha
angustifolia “Matara” (Typhaceae), Typha dominguensis y Scyrpus californicus

“Totora” (Cyperaceae).

La vegetacion halofita cuenta con un 35.29%, dominadas por las especies
Salicornia cuzcoensis (Chenopodiaceae), Ranunculus cimbalaria (Ranunculaceae),
Distichlis humilis (Poaceae), Hydrocotile bonariensis (Apiaceae), Triglochin
striatum  (Juncaginaceae), Hypsela reniformis (Campanulaceae), Cotula

coronopifolia (Asteraceae), Juncus arcticus var. Andicola (Juncaceae).

En la vegetacion del humedal Lucre Huacarpay, destaca la “Totora” ya que es la especie

mas dominante, el empleo y extraccion se realiza sin restricciones (Uquiche 2019).

La vegetacion emergente y flotante encontrada se observa en la tabla 4.
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Tabla 4. Flora de la vegetacion emergente y flotante del espejo de agua de Waton

Vegetacion emergente

Familia

Especie

Brassicaceae

Asteraceae

Junicaceae

Aplacea
Caryophyllaceae

Cyperaceae

Camapanulaceae
Poaceae
Typhaceae
Scrophulariaceae

Juncaginaceae

Rorippa nasthuritium-aquaticum (Berro Blanco)
Cotula australis (sieber ex. Spreng). HF

Cotula corinipifolia L.

Juncus arcticus var. Andicola

Juncus sp.

Hydrocotile ranunculoides L.B

Spergularia andina Rohrb.

Eleocharis palustris (L.)

Scirpus americanus (Macho Totora)

Scirpus calyfornicus (China Totora)

Scirpus sp. (Totorilla)

Cyperus sp.

Lobelia sp.

Phragmites australis (Cav)Trin.ex Steud (Carrizo)
Typha dominguensis pers.

Veronica serpyllifolia L.

Veronica pergrina L.

Limosella aquatica L.

Triglochin striatum R & P

Vegetacion flotante

Salviniaceae
Lemnaceae

Zygnemataceae

Cladophoraceae

Azolla filiculoides Lam. (Helecho de agua)
Lemna giba (Lenteja de agua)

Spirogyra crossa Kutz

Zygnema sp.

Cladophora glomerata (L) Kytz.

Fuente: Uquiche (2019)

Fases del trabajo de investigacion

El trabajo de investigacion se realizo en dos fases:

e Toma de muestra (1ra fase)

e Procesamiento de muestra (2da fase)

En la primera fase, se realizo la toma de muestra de la rizosfera de Typha dominguensis en
el espejo de agua de Waton del humedal de Lucre - Huacarpay, Quispicanchi, Cusco.
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La toma de muestra de Pseudomonas sp. de la raiz de Typha dominguensis, se realizo
mediante colecta directa de la especie vegetal, en tres puntos diferentes con las siguientes
coordenadas (tabla 5 y figura 8). Se tom6 un ejemplar de la planta colectada, para su
identificacion taxondmica por el Herbario Vargas Cuz de la Facultad de Ciencias
Biologicas, asi mismo se tramitd el permiso de colecta de la planta, por la entidad
competente SERFOR.

Tabla 5. Coordenadas geograficas de los puntos de colecta de la rizésfera de Typha

dominguensis

Puntos de Numero de i
colecta plantas colectadas Coordenadas Altitud
Punto 1 01 19L 205680.01 8492864.07 3134m
Punto 2 01 19L 205537.03 8492979.70 3129m
Punto 3 01 19L 205231.79 8493175.29 3126m

Se realizaron dos muestreos, la primera en época de lluvias, el 25 de marzo y la segunda
en época de secas, el 20 de mayo de 2023. Para ambos muestreos, los puntos de colecta

fueron los mismos.

En la segunda fase, se realizd el procesamiento de muestras como el aislamiento,
identificacion y pruebas de capacidad hidrolitica. Las muestras fueron transportadas en
cadena de frio a 4°C. Siendo procesadas ese mismo dia, en el Laboratorio Institucional de
Microbiologia e Inmunologia (LIMI) de la Escuela Profesional de Biologia de la Facultad

de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.
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Figura 8. Mapa de los puntos de colecta de la rizésfera de Typha dominguensis del humedal Lucre — Huacarpay - Quispicanchi - Cusco
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2.2 MATERIALES

2.2.1 Material bioldgico

Muestras de la rizésfera de Typha Dominguensis del humedal Lucre — Huacarpay -

Quispicanchi - Cusco.

2.2.2 Material de laboratorio

2.2.2.1 Equipos

Incubadora (Binder modelo ED 11 E2)

Autoclave (Austester modelo 437.P)

Autoclave (Phoenix modelo AV-75plus)

Balanza analitica (OHAUS modelo E11140)
Cabina de bioseguridad (TELSTAR BIO-I11-A modelo 21740)
Destilador de agua (GLF modelo Typ 2004)

Vortex (Biosam modelo V-32)

Microscopio optico (ZEI1ZZ modelo 12V DC 30W)
Horno pasteur (Binder modelo ED 115 E2)
Congeladora (Double Action Clodex modelo Ch10)
pH Metro (ADWA modelo AD 12)

Camara digital

Reactivos

Cloruro de calcio (MERCK)

Cloruro de sodio (MERCK)

Cloruro de mercurio (MERCK)

Acido clorhidrico concentrado (MERCK)
Fosfato di potasico (J. T. BAKER)

Azul de bromotimol (MERCK)
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Acido sulfanilico (MERCK)

Acido acético 5N (MERCK)
Cloroformo (MERCK)

L-Arginina (OXOID)

Lugol (MERCK)

Kit de tincion Gram (HIMEDIA)
Polvo de zinc (OXOID)

a-naftol (MERCK)

BBL Oxidase Reagent Droppers (BD)

Medios de cultivo

Agar nutritivo (MERCK)
Agar bilis esculina (DIFCO)
Agar agar (MERCK).

Agar cetrimide (MERCK)
Agar tripticasa soya (MERCK)
Agar ADN (MERCK)

Agar Muller Hinton (MERCK)
Agar pseudomonas (OXOID)
Agar TSI (LIOFILCHEN)
Agar LIA (BD)

Agar Citrato Simmons (BD)
Agar MIO (BD)

Agar urea (BD)
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Caldo RM-VP (HIMEDIA)
Caldo nitrato (OXOID)
Caldo BHI (MERCK)
Peptona (BD)

Peptona de caseina (ONDA)
Leche descremada (OXOID)
Almidon (MERCK)
Glucosa (RIEDEL — DEHAEN)
Gelatina (SIGMA)

Tween 20 (MERCK)

Tween 80 (MERCK)

Materiales de vidrio

Placas petri de 2100mm x 20mm.

Placas petri de 60mm x 15mm.

Tubos de vidrio tapa rosca de 13mm x 10mm.
Tubos de ensayo de 13mm x 10mm.

Probetas volumétricas de 100ml, 250 ml y 500ml.
Vasos de precipitado de 600ml.

Frascos estériles de 100ml, marca NIPRO
Pipetas de 1ml, 2ml y 10ml.

Otros materiales de laboratorio

Micropipetas
Puntas de 100uL

Mechero de campo



Bolsas conservadoras estériles

Filtro de membrana de 0,2u de porosidad y 47mm de didmetro

Gradillas.

Asas y agujas de siembra.
Bolsas plésticas.

Algodon.

Mascarilla.

Lejia.

Detergente.

Goteros de plastico de 2ml.
Papel toalla.

Papel kraft.

Cooler

Plumon indeleble
Etiquetas de muestra
Cuaderno de apuntes y lapiceros
Alcohol

Papel aluminio

Mechero bunsen

Aceite mineral (MERCK)
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2.3 TIPO DE INVESTIGACION
El presente trabajo de investigacion es de tipo experimental.
2.4 CAPACIDAD HIDROLITICA DE Pseudomonas sp. DE LA RIZOSFERA DE Typha

dominguensis DEL HUMEDAL LUCRE - HUACARPAY - QUISPICANCHI -
CUSCO

Muestreo de la rizésfera de Typha dominguensis del
humedal Lucre — Huacarpay- Quispicanchi - Cusco

I

1.Aislamiento y caracterizacion de Pseudomonas sp. con
agar cetrimide y pruebas bioquimicas

v

2. Determinar la capacidad hidrolitica de Pseudomonas sp. de
diferentes compuestos

\4
{ ! ¥ v
Hidrolisis de Hidrdlisis de Hidrolisis de Hidrolisis de
almidon caseina 'y tween 20 vy esculinay DNA
gelatina tween 80

3. Secuenciamiento del gen rRNAL6S de especies de
Pseudomonas sp. con mayor capacidad hidrolitica

!

Analisis e interpretacion de datos

v

Resultados
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25 METODOS

2.5.1 Muestreo de la rizosfera de Typha dominguensis
Se tomd un ejemplar de Typha dominguensis segun la clave taxondmica del género Typha
(anexo 1) por cada punto de colecta del humedal Lucre — Huacarpay — Quispicanchi -

Cusco. Se aplico el protocolo planteado por Muratova (2003):

e Primero se removio el suelo no rizosférico de las raices

e Se procedio al lavado de la raiz con 100 ml de agua destilada estéril.

e Luego, el lavado fue vaciado a un frasco estéril de 200 ml, en condiciones esteériles.
o Se realizo el rotulado del frasco estéril, con codigo, fecha y nimero de muestra.

e En cada punto de colecta se tomd los pardmetros de pH y temperatura.

e Las muestras fueron transportadas en cadena de frio a 4°C, en un tiempo no mayor

a 2 horas.

2.5.2 Aislamiento de Pseudomonas sp. de la rizosfera de Typha dominguensis
e Se agitd por 30 minutos usanto vortex, el frasco con 100 ml del lavado, donde las
particulas del suelo fueron sedimentadas.
e Con la suspension se prepard diluciones seriadas de 10~ a 10°en agua peptonada al
0,1 %, para revivificar a Pseudomonas sp.
e Posteriormente, fueron sembradas por agotamiento en superficie, en tres placas de

agar cetrimide por cada dilucion, para ser incubadas a 25°C por 24 horas.

2.5.3 Observacion de las caracteristicas de la cepa ATCC 13525 Pseudomonas fluorescens
Para poder caracterizar correctamente a Pseudomonas sp. se utilizo, la cepa Pseudomonas
fluorescens ATCC 13525, que fue activada segun las instrucciones del fabricante, también
fue sometida a diferentes pruebas para observar sus caracteristicas, con el propdésito de
comprobar el correcto funcionamiento de los medios y reactivos usados en las pruebas

bioquimicas como:
e Tincién Gram
e Oxidasa

e Fluorescencia en 04 medios diferentes: Agar Muller Hinton, agar cetrimide, agar

King B, agar pseudomonas.
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e Caracteristicas de la colonia en agar cetrimide
e Oxidacién de la glucosa

e Nitrato

e Crecimientoa42°C

e Prueba de gelatina

e Prueba de almidén

e Prueba de esculina

e Triple Sugar Iron (TSI)

e Lisina Hierro Agar (LIA)

e Motilidad Indol Ornitina (MIO)
e Citrato de Simmons

e Urea

e Rojo de metilo

e Voges Proskauer,

2.5.4 Caracterizacion de Pseudomonas sp. por pruebas bioquimicas
Se selecciono del agar nutritivo de 24 horas, cepas puras que se encuentren aisladas, para
observar las caracteristicas visibles de las colonias de Pseudomonas sp. (Muratova, 2003).
Posteriormente se realizo tinciébn Gram y pruebas bioquimicas de microbiologia basica
como Triple Sugar Iron (TSI), Lisina Hierro Agar (LIA), Motilidad Indol Ornitina (M10),
Citrato de Simmons, Urea, Rojo de metilo y Voges Proskauer, que permitié conocer el
género Pseudomonas. Con la ayuda de la clave bioguimica para la taxonomia bacteriana
del género Pseudomonas, segun Nicola (2010) y Garrity et al. (2005) se realiz6 mas
pruebas para conocer la especie, oxidasa, oxidacion de la glucosa, fluorescencia, reduccion

de nitrato, crecimiento a 42°C, gelatina, almidon y esculina (anexo 2).
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2.5.4.1 Oxidasa
La prueba consiste en la obtencion de la enzima indo fenol oxidasa, que oxida un colorante
redox que se encuentra en el reactivo, lo que genera una transformacion del color amarillo

a morado oscuro.

Esta enzima en presencia de oxigeno atmosférico, oxida el reactivo de fenilendiamina

oxidasa, para formar un compuesto de color morado oscuro, el indo fenol.

Se utiliz6 BBL oxidasa reagent droppers, cuya reaccion cualitativa, sirve para la
identificacion de bacterias Gram negativas.

e Paraello debe romperse las ampollas de los droppers, cerca de la parte central, para
no perforar el plastico.

e Los cultivos deben ser recientes de 18 a 24h, con colonias aisladas.

e Luego afadir unas gotas del reactivo a una banda de papel filtro estéril, y con un asa
de madera, extender sobre la banda de papel que fue saturado con el reactivo. No se

debe usar asas de acero, puede dar lugar a falsos negativos.

La reaccion es inmediata en un aproximado de 30 s como maximo, el cambio de color a
purpura o violeta, indica que la prueba es positiva, mientras que la ausencia significa que
es negativa (BD, 2015).

2.5.4.2 Oxidacién / Fermentacion (OxFerm)
Esta prueba consiste en que, si un microorganismo es capaz de metabolizar la glucosa,
mediante la oxidacion o fermentacion. EI medio utilizado es Hugh Leifson, formula para
un litro que se prepara de la siguiente manera (tabla 6):

Tabla 6. Composicion del medio Hugh Leifson

Composicion para 1L

Componentes Cantidad (g)
Peptona de caseina 2,00
Fosfato di potasico 0,30

Cloruro de sodio 5,00
Azul de bromotimol 0,03
Agar bacteriolégico 2,50

Aditivo (Glucosa) 10.00

Fuente: MacFaddin, 2003
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e El medio fue esterilizado a 118°C durante 10 minutos, para evitar la degradacion del

azucar, luego fue distribuido en tubos de 5 ml.

e Posteriormente se inocul6 un cultivo puro de la cepa de Pseudomonas sp. aislada,

en dos tubos diferentes, uno para condiciones aerobias y el otro para anaerobiosis.

e A los tubos se le agreg6 2 ml de aceite mineral estéril y ambos tubos fueron

incubados a temperatura éptima por 24 horas.

Al realizar la lectura las que respiran aerobiamente (tubo abierto), crecieron en la

superficie oxidando la glucosa y produciendo dioxido de carbono que, al reaccionar con el

agua del medio, hace que vire ligeramente amarillo por la formacion del acido carbonico;

mientras que, en el tubo cerrado, el cultivo permanece del mismo color sin cambio alguno.

Si las bacterias realizaron la fermentacion de la glucosa estas produjeron &cidos, haciendo

que el tubo cerrado y el tubo abierto vire a un color amarillo. EI cambio de color se debi6

al azul de bromotimol que es un indicador acido base (MacFaddin, 2003).

2.5.4.3 Reduccion de nitratos

Segun MacFaddin (2003) se utilizo el caldo nitrato que contiene (tabla 7):

Tabla 7.Composicion de caldo nitrato

Composicion para 1L

Componentes Cantidad (g)
Extracto de levadura 3,0
Peptona 50
Nitrato de potasio 1,0

Fuente: MacFaddin, 2003

e A un pH de 7,0 que fue esterilizado en autoclave por 15 min a 121°C
e Luego se sembro e incub6 a 25°C por 12 a 24 horas

e Parael revelado se afiadid 2 gotas de solucion A:
- Acido sulfanilico 8,0¢g
- Acido acético 5N 1000,0 ml

e Luego se afiadio 2 gotas de solucion B:

o a-naftol 500
e  Acidoacético5N 1000,0 ml
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Para realizar la lectura, se consideré como positivo a la aparicion de una coloracién rosada
0 roja, lo que indica que el nitrato ha sido reducido a nitrito, mientras que la ausencia del
cambio de color indica que es negativa, para comprobar este resultado es necesario afiadir
a la reaccion negativa, polvo de Zinc, debido a que es probable que los nitratos fueron
reducidos a N2 gaseoso Y esta reaccion no produce cambio de color; Por ello es necesario
comprobar. Si el medio vird a una coloracion rosada o roja, el resultado fue negativo, en
caso no se produzca el cambio de color, significa que se ha producido una desnitrificacion,
donde los nitratos fueron reducidos a N2 gaseoso y por lo tanto la prueba fue positiva
(MacFaddin, 2003).

2.5.4.4 Crecimiento bacteriano a 42 °C
Esta prueba permite diferenciar especies del género Pseudomonas. Se sembro cultivos
puros mediante estrias en tubos y placas de agar cetrimide, para posteriormente ser
incubadas a 42°C por un periodo de 24 hasta 48 horas, donde se observé el crecimiento de
Pseudomonas sp. (MacFaddin, 2003).

2.5.4.5 Triple azlcar hierro (TSI)
Esta prueba permite observar la fermentacion de tres azucares: glucosa, lactosa y sacarosa,
asi como también la formacion de gas (formacion de burbujas) y produccién de acido
sulfhidrico (ennegrecimiento del medio), estas reacciones se pueden observar por el
cambio de color que vira de un color rojo a un amarillo, por la acidificacion del medio. Se
preparé el medio segun las especificaciones de la marca (LIOFILCHEN) (Sulkin &
Willett, 1940).

2.5.4.6 Lisina Hierro Agar (LIA)
Esta prueba permite observar si la bacteria es capaz de realizar la desaminacion o
descarboxilacion de la lisina, asi como también la produccién de acido sulfhidrico, esta
reaccion se observa por el cambio del color o0 no en el medio. Se prepar6 el medio segln

las especificaciones de la marca (BD) (Murray et al., 2003).

2.5.4.7 Citrato de Simmons
Esta prueba permite observar si la bacteria es capaz de utilizar el citrato como fuente de
carbono, haciendo que el medio vire a un color azul producto de la enzima citrato pemeasa,
que produce oxalacetato y piruvato y alcaliniza el medio, generando el cambio de color.
Se prepard el medio segun las especificaciones de la marca (BD) (Murray et al., 2003).
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2.5.4.8 Motilidad, Ornitina e Indol
Esta prueba permite observar la movilidad de las bacterias, asi como también la
descarboxilacion de ornitina, por la enzima ornitina descarboxilasa que produce putrescina
el medio vira a un color purpura, esta reaccion es favorable en condiciones de acidez, que
se genera por la fermentacion de la glucosa, haciendo que el medio vire a un color amarillo.
También se observa la presencia de la enzima triptofanasa por la presencia de triptofano,
que es necesario para la formacion del indol, afiadiendo el reactivo de Kovac’s, se observa
esta reaccion, al observar un anillo rojo en la superficie del medio. Se prepar6 el medio

segun las especificaciones de la marca (BD) (Murray et al., 2003).

2.5.4.9 Urea
Esta prueba permite observar si la bacteria usa urea como unica fuente de nitrégeno, y son
capaces de hidrolizar urea, por la accion de la enzima ureasa que genera dos moléculas de
amoniaco, lo que acidifica el medio haciendo que vire a un color rosa o fucsia. Se prepard

el medio segun las especificaciones de la marca (BD) (Murray et al., 2003).

2.5.4.10 Rojo de metilo y Voges Proskauer
Esta prueba permite observar la diferencia en el metabolismo de la glucosa, por la via acido
mixta, produciendo productos &cidos como: acido lactico, acido acético o acido formico;
generando un anillo rojo al afiadir el reactivo rojo de metilo; o si produce productos finales
neutros por la via butanodidlica, generando un anillo rojo al afiadir alfa naftol e hidroxido
de potasio. Se prepard el medio segun las especificaciones de la marca (HIMEDIA)
(MaccFaddin, 2003).

2.5.5 Determinacion de la capacidad hidrolitica

2.5.5.1 Hidrdlisis de almiddn
Esta prueba se realizé para observar si Pseudomonas sp., tiene la enzima que puede

hidrolizar el almidén.

e Como medio basal se utiliz6 agar nutritivo

e Luego se disolvid 20 g de almidon en 1 litro de agua destilada, se autoclavo y se
distribuyo.

e Luego se inoculd en el medio y se incubd a 25°C durante 18 hasta 24 horas.

e Parael revelado se afiadié Lugol unas gotas sobre la placa.
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La prueba fue positiva cuando se observo un area incolora bordeando la colonia bacteriana,
y negativa cuando no presento el halo incoloro y todo el medio permanece de color purpura
azul (MacFaddin, 2003).

2.5.5.2 Produccion de proteasas
Las cepas fueron evaluadas por la presencia de enzimas que hidrolizan las proteinas

caseina y gelatina.

2.5.5.2.1Hidrdlisis de la caseina

Para la hidrolisis de la proteina caseina:

e Sesembro en un medio que tiene dos fases, la primera compuesta por agar tripticasa
soya 20 g en 250 ml de agua destilada, y la otra por leche descremada 10 g en 250
ml de agua destilada. Cada fraccion fue esterilizada por separado.

e La primera fase, durante 30 minutos a una temperatura de 115 °C.

e La segunda fase, durante 10 min a una temperatura de 115 °C, para evitar la
desnaturalizacion de la proteina. Después esta solucion fue enfriada a 45 °C,
posteriormente se mezclé las dos fases y fue distribuida.

e Las cepas de Pseudomonas sp., fueron inoculadas con una estria central gruesa y se
incubo a 25 °C por 5 dias.

Al realizar la lectura se observd un halo de color transparente que rodea la colonia
bacteriana, lo que indica que la bacteria puede hidrolizar la proteina caseina (Prescott, 2002

citado en Salgado et al., 2012a).

2.5.5.2.2Hidrdlisis de la gelatina

Para la hidrdlisis de gelatina:

e Se prepard agar nutritivo afiadiendo 0,4% de gelatina a un pH de 7,2.
e Se esterilizo en autoclave durante 115 °C por 20 minutos.

e Seinoculo las cepas mediante una estria y se incub6 a 25°C de 2 a 14 dias.

Para revelar el ensayo se inundd las placas con 10ml de la solucién de cloruro mercurico

que contiene lo siguiente:
e Acido clorhidrico concentrado 20 ml

e Cloruro de mercurio 15 g

47



e Agua destilada 100 ml

Para realizar la lectura se di6 como positivo a la aparicion de una zona transparente
rodeando la estria, fue negativo cuando la solucién formé un precipitado blanco opaco
(Prescott, 2002 citado en Salgado et al., 2012a).

2.5.5.3 Produccion de lipasas
Las lipasas se producen en carbono lipidico, como &cidos grasos, aceites, glicerol o tween
(Gupta, 2004 citado en Salgado et al., 2012a), por ello se evalud la hidro6lisis de lipasas
mediante el medio tween 20 y tween 80. Los tweens al poseer en su estructura el acido
laurico o el &cido oleico que, mediante la accion de una lipasa (Lizano, 2012), son
hidrolizados en acidos grasos que reaccionan con un compuesto alcalino o sal (cloruro de
calcio) del medio, forman cristales de jabones de calcio, producto de la saponificacién
(Garrity et al., 2005; Moreno, 2021). Los tweens al ser compuestos tenso activos no

afectan a la actividad de la enzima lipasa (Garcia, 2018).

2.5.5.3.1 Hidrolisis del tween 20
Se prepar6 el medio agar tween 20 a un pH final 7,0 a 7,4 que contiene lo siguiente
(tabla 8).

Tabla 8.Composicion medio agar tween 20

Composicion para 1000ml

Componentes Cantidad (g)
Cloruro de calcio 0,1
Tween 20 (mono laurato de 10ml
polioxietilen sorbitano)
Peptona 10,0
Agar 15,0
Cloruro de sodio 50

Fuente: Gupta, 2004 citado en Salgado et al., 2012a

Las cepas de Pseudomonas sp. fueron sembradas mediante una estria, e incubadas a 25° C

por un periodo de 7 dias.

Fue positivo cuando en el medio de cultivo, se observd un precipitado rodeando el
crecimiento bacteriano. Esto se debe a la mezcla de los acidos grasos con Ca?* que fueron
liberados por la hidrolisis. Es negativa la prueba cuando no se observo el precipitado
(Gupta, 2004 citado en Salgado et al., 2012a).
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2.5.5.3.2Hidrodlisis del tween 80
Se prepar6 el medio agar tween 80 a un pH final 7,0 a 7,4 que contiene lo siguiente
(tabla 9).

Tabla 9. Composicion medio agar tween 80

Composicion para 1000ml

Componentes Cantidad (g)
Cloruro de calcio 0,1
Tween 80 (mono oleato de polietilen 10ml
sorbitan, éster del acido oléico)
Peptona 10,0
Agar 15,0
Cloruro de sodio 5,0

Fuente: Gupta, 2004 citado en Salgado et al., 2012a

Las cepas de Pseudomonas sp. fueron sembradas mediante una estria, e incubadas a 25° C

por un periodo de 7 dias.

Fue positivo cuando en el medio de cultivo, se observd un precipitado rodeando el
crecimiento bacteriano. Esto se debe a la mezcla de los &cidos grasos con Ca?* que fueron
liberados por la hidrélisis. Es negativa la prueba cuando no se observo el precipitado
(Gupta, 2004 citado en Salgado et al., 2012a).

2.5.5.4 Hidrdlisis de otros compuestos

2.5.5.4.1 Hidrdlisis de esculina
Esta prueba se realiz6 para definir si un microorganismo es capaz de hidrolizar la esculina

(glucobsido) para producir esculetina y dextrosa.

e Se utilizé agar bilis esculina, se prepard el medio segun las especificaciones, se
autoclavé a 121°C durante 15min y distribuyo.
e Luego fueron inoculadas las cepas bacterianas mediante estrias y se incub6 de 24

hasta 48 horas a una temperatura de 25°C.

La prueba fue positiva cuando la mitad o todo el medio vird de color castafio oscuro a un
color negro, y fue negativa cuando no se presento el cambio de color o el ennegrecimiento
(MacFaddin, 2003).
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2.5.5.4.2Hidrolisis de DNA

2.5.6

Esta prueba permite ver la produccion de DNAsas.

e Se utilizé el agar DNA, se autoclavo a 121°C durante 15min y se distribuyo en las
placas correspondientes.

e Luego se sembro las cepas y se incub6 a 25°C por 24 horas.

Para realizar la lectura se afiadio sobre la placa HCI 1N, el cual hace que el ADN precipite
lo que genera la opacidad, la reaccion fue positiva cuando los microorganismos
productores de la enzima presentan un halo mas claro que rodea el crecimiento bacteriano
(MacFaddin, 2003).

Secuenciamiento del gen rRNA 16S

Las cepas aisladas de Pseudomonas sp., que presentaron mayor capacidad hidrolitica,
fueron enviadas al laboratorio BIOTECOOP con la orden de servicio N°060524, para su
identificacion molecular, donde realizaron la extraccion del DNA usando el Kit Quick-
DNA™ Fungal/Bacterial Miniprep (Zymo Research), y posteriormente la amplificacion
del gen rRNA 16S. Los cebadores utilizados fueron 27F
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y 1492R (TACGGYTACCTTGTTACGACTT)
(Heuer et al.,1997). El producto de la amplificacion fue secuenciado por Macrogen
(Chile).
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3.1

CAPITULO III.

RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PUNTOS DE COLECTA DE LAS
ESPECIES DE Pseudomonas sp. AISLADAS DE LA RAIZ DE Typha dominguensis
Los muestreos de la rizosfera de Typha dominguensis fueron realizados en dos temporadas,
lluvias en el mes de marzo y secas en el mes de mayo, segun lo menciona Canal & Torres
(2023) el clima del humedal Lucre Huacarpay, tiene dos periodos marcados, la temporada
de lluvias (noviembre a marzo) y la temporada de secas (abril a octubre), siendo los meses
mas lluviosos de enero a febrero. La colecta del ejemplar de Typha dominguensis (figura
10), cuenta con la autorizacion de SERFOR (anexo 3), y la identificacion taxondmica en
el Herbario Vargas Cuz de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (anexo 4). Cabe mencionar
que la extraccion de esta planta fue riguroso por el dificil acceso, ya que Typha
dominguensis, presenta tallo rizomatoso que emite raices adventicias gruesas, debido a su
caracter hidréfilo, avanza sumergido hacia el interior de la laguna (La Torre, 2018).

Se tuvieron tres puntos de colecta en el espejo de agua de Waton que pertenece al humedal
de Lucre - Huacarpay. Estos puntos de colecta fueron seleccionados debido a la facilidad
del acceso y al proceso de eutrofizacion. En cada punto de colecta se realizaron los
registros de temperatura y pH (tabla 10), los datos de pH se encuentran en el rango de 7.05
a 7.30; lo que indica que todas las muestras se encuentran con un pH neutro. En cuanto a
la temperatura, este vario segun los meses de muestreo de la rizésfera de Typha
dominguensis, para el primer muestreo que se realizo en el mes de marzo, se registrd una
temperatura promedio de 17.4 °C, para el segundo muestreo en el mes de mayo se registro
una temperatura promedio de 15.3 °C (tabla 10). La temperatura media anual del humedal
Lucre - Huacarpay, es de 12.3°C (Canal y Torres, 2023). Estos resultados nos ayudan a
conocer las caracteristicas de temperatura y pH del ambiente, del cual fueron aisladas.
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Tabla 10. Caracteristicas de los puntos de colecta de la rizésfera de Typha

dominguensis del humedal Lucre — Huacarpay - Quispicanchi - Cusco.

Puntos Primer Segundo
de Coordenadas muestreo muestreo Observaciones

colecta T pH T pH

19L 205680.01 Punto mas alejado al area de
Punto 01 “g/90864.07 174 716 158 707 jiofizacion.

19L 205537.03 Punto intermedio entre el
Punto 02 849297970 176 710 151 7.29 punto 1y 2.

19L 205231.79 Punto mas cercano al area de
Puto 03 “g/9317509 172 705 149 730 i ofizacion.

Se logr6 aislar un total de 33 cepas de Pseudomonas sp. de la rizosfera de Typha

dominguensis, que fueron codificadas con el codigo “LHN°Ps-N°”, las letras “LH” hacen

referencia al lugar del cual fueron aisladas Humedal Lucre Huacarpay, seguido por el

nimero de muestreo y el numero de cepa de Pseudomonas (tabla 11). Las cepas de

Pseudomonas sp. aisladas fueron organizadas segun la época de muestreo y los puntos de

colecta. Se observa que no hay diferencia en la cantidad de cepas de Pseudomonas sp.

aisladas frente a la época de muestreo, el 49% representan a cepas aisladas en la época de

lluvias y el 51 % en época de secas (tabla 11).
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Tabla 11.Cepas de Pseudomonas sp. aisladas segun la época de muestreo de la rizosfera

de Typha dominguensis del humedal Lucre — Huacarpay - Quispicanchi - Cusco.

Cadigo de cepas Puntos de colecta
aisladas Puntol Punto2 Punto3

Muestreo

LH1Ps-1 X
LH1Ps-2 X
LH1Ps-3
LH1Ps-4
LH1Ps-5
LH1Ps-6
) LH1Ps-7
Primer muestreo (Epoca de lluvias) LH1Ps-8
Porcentaje de cepas aisladas - 49% LH1Ps-9
LH1Ps-10
LH1Ps-11
LH1Ps-12
LH1Ps-13
LH1Ps-14
LH1Ps-15
LH1Ps-16

X X X X X

X X X X X X X X X

LH2Ps-17 X
LH2Ps-18 X
LH2Ps-19 X
LH2Ps-20
LH2Ps-21
LH2Ps-22
LH2Ps-23
LH2Ps-24
LH2Ps-25
LH2Ps-27
LH2Ps-28
LH2Ps-29
LH2Ps-30
LH2Ps-31
LH2Ps-32
LH2Ps-33
LH2Ps-34

X X X X X

Segundo muestreo (Epoca de secas)
Porcentaje de cepas aisladas - 51%

X X X X X X X X

x

Total 5 10 18

Porcentaje 15% 30% 55%

En el punto de colecta 3, se pudo aislar mayor cantidad de cepas en un 55%, probablemente
por la cercania a la zona eutrofizada. Estos resultados nos ayudan a conocer la posible
relacion que habria entre las bacterias y las caracteristicas del ambiente de las que fueron
aisladas como se observa en la figura 9. La colecta de la rizosfera de Typha dominguensis
se observa en la figura 10.
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Figura9. Cepas de Pseudomonas sp. aisladas segun el punto de colecta de la rizésfera

de Typha dominguensis del humedal Lucre — Huacarpay - Quispicanchi - Cusco.

Punto de colecta 1,
15%

Punto de colecta 3,
55% Punto de colecta 2,
30%
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Figura 10. Colecta de la rizésfera de Typha dominguensis del humedal Lucre —

Huacarpay — Quispicanchi - Cusco.

A

Nota. A, Obtencion de Typha dominguensis. B, Raiz de Typha dominguensis siendo
colocada dentro de la bolsa ziploc con agua destilada esteril. C, Lavado de la raiz. D,
Devolucién del lavado de la muestra a envase esteril. E. Medicion de parametros de pH y

temperatura
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3.2 CARACTERISTICAS DE LA CEPA ATCC 13525 Pseudomonas fluorescens
Una vez activada la cepa Pseudomonas fluorescens ATCC 13525, se procedié con la
observacion de las caracteristicas, usando diferentes medios de cultivo como se observa
en la tabla 12.

Tabla 12. Caracteristicas bioquimicas de la cepa Pseudomonas fluorescens ATCC

13525
Prueba bioquimica Resultado
Tincion Gram Bacilo Gram negativo
Oxidasa Positivo
Fluorescencia: Positivo

Agar Muller Hinton

Agar King B

Agar pseudomonas
Agar cetrimide
Caracteristica de la colonia en agar cetrimide

Color Verde crema
Forma Circular
Borde Entero
Elevacion Convexa
Superficie Lisa
Consistencia Cremosa
Fermentacion glucosa, lactosa y sacarosa Negativo
Produccion de gas Negativo
Descarboxilacion de la lisina Positivo
Desaminacion de la lisina Negativo
Movilidad Negativo
Indol Negativo
Descarboxilacién de la ornitina Negativo
Citrato Positivo
Rojo de metilo Negativo
Voges Proskauer Negativo
Urea Negativo
Oxidacion de la glucosa Positivo
Reduccion de nitrato Negativo
Crecimiento a 42° C Negativo
Hidrolisis de gelatina Positivo
Hidrolisis de almidon Negativo
Hidrolisis de esculina Negativo

Estos resultados corroboran el correcto estado de los reactivos y medios usados porque
confirman que la cepa ATCC 13525 corresponde a Pseudomonas fluorescens, segun el

manual de bacteriologia de Bergey’s, 8% ed. (Garrity et al., 2005), que describe las
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3.3

3.4

caracteristicas propias de la especie, de esta manera fue utilizada como cepa patron en la
identificacion bioguimica, para asi evitar falsos positivos y falsos negativos, Quispe (2021)

menciona que la cepa patron nos ayuda al aseguramiento de la validez de los resultados.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS COLONIAS DE LAS CEPAS
DE Pseudomonas sp. AISLADAS DE LA RIZOSFERA DE Typha dominguensis

Las cepas aisladas fueron purificadas y se visualiz0 las caracteristicas de las colonias en
agar selectivo (agar cetrimide) segln Liceta (2015) a las 48 horas de crecimiento a una
temperatura de 25°C. Donde se observd: La forma, borde, elevacion, superficie y
consistencia. Los resultados de las caracteristicas morfolégicas de las colonias de las 33
cepas de Pseudomonas sp. aisladas de la rizésfera de Typha dominguensis, se observan en
la tabla 13 y en el anexo 5.

Tabla 13. Caracteristicas morfoldgicas de las colonias de las cepas de Pseudomonas sp.

aisladas de la rizésfera de Typha dominguensis

Caracteristicas morfologicas de las colonias de

N° %
las cepas de Pseudomonas sp.
Color Verde crema 9 27
Crema 24 73
Forma Circular 33 100
Borde Entero 33 100
Convexa 31 94
Elevacion Umbilicada 1 3
Plana 1 3
Superficie Lisa 32 97
Rugosa 1 3
Consistencia Cremosa 33 100

CARACTERIZACION DE ESPECIES DEL GENERO Pseudomonas AISLADAS
DE LA RIZOSFERA DE Typha dominguensis MEDIANTE PRUEBAS
BIOQUIMICAS

A las 33 cepas de Pseudomonas sp. se realizo la identificacion bioquimica (microbiologia
clasica) utilizando los medios Triple Sugar Iron (TSI), Lisina Hierro Agar (LIA),
Motilidad Indol Ornitina (MIO), Citrato de Simmons, urea, rojo de metilo y Voges
Proskauer; con estas pruebas se confirmé el género Pseudomonas (anexo 6). Para la
identificacion de las especies se utilizé 8 pruebas bioguimicas que son oxidasa, reduccién
de nitratos, OxFerm, crecimiento bacteriano a 42°C, fluorescencia, gelatina, almidon y

esculina de acuerdo a Nicola (2010) y el manual de bacteriologia de Bergey’s, 8% ed.
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(Garrity et al., 2005). Se identificd 4 especies que son P. fluorescens, P. oryzihabitans, P.
luteola y Pseudomonas sp. Marquez (2018) utilizando la misma clave taxondmica
propuesto por Nicola (2010), quien logré identificar a Pseudomonas aeruginosa y
Pseudomonas fluorescens, de la rizdsfera de Schoenoplectus tatora del lago Titicaca.
Segun la tabla 14, el 24% corresponde a P. fluorescens, el 6% a P. oryzihabitans, el 3 % a

P. luteola y el 64% a Pseudomonas sp.
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Tabla 14. Pruebas bioquimicas de Pseudomonas aisladas de la rizdsfera de Typha dominguensis del humedal Lucre — Huacarpay — Quispicanchi - Cusco.

Oxidacion

Crecimiento

N°  Cddigo Especie Oxidasa glucosa Fluorescencia Nitrato Gelatina Esculina

ATCC 13525 P. fluorescens P P P - P -
1 LH1Ps-1 P. fluorescens P P P _ P -
2 LH1Ps-2 Pseudomonas sp. B P _ _ P -
3 LH1Ps-3 P. fluorescens P P P _ P -
4 LH1Ps-4 P. fluorescens P P P P P _
5 LH1Ps-5 P. luteola _ P _ _ P P
6 LH1Ps-6 P. fluorescens P P P _ P -
7 LH1Ps-7 P. fluorescens P P P _ P -
8 LH1Ps-8 P. fluorescens P P P _ P _
9 LH1Ps-9 P. luteola _ P _ _ P P
10  LH1Ps-10 Pseudomonas sp. _ P _ P _ -
11  LH1Ps-11 Pseudomonas sp. P P _ P P -
12 LH1Ps-12 Pseudomonas sp. P P _ P P —
13 LH1Ps-13 Pseudomonas sp. P P _ P P P
14  LH1Ps-14 Pseudomonas sp. P _ _ P P —
15  LH1Ps-15 Pseudomonas sp. P P _ P P P
16  LH1Ps-16 P. luteola N P _ P P P
17 LH2Ps-17 P. oryzihabitans _ P _ _ _ -
18  LH2Ps-18 Pseudomonas sp. P P _ P P -
19 LH2Ps-19 Pseudomonas sp. P P _ _ — -
20  LH2Ps-20 P. fluorescens P P P P P -
21 LH2Ps-21 Pseudomonas sp. _ P _ P _ —
22 LH2Ps-22 Pseudomonas sp. B P _ P P -
23 LH2Ps-23 Pseudomonas sp P P P _ _ _
24  LH2Ps-24 Pseudomonas sp. _ P _ P _ -
25  LH2Ps-25 Pseudomonas sp. P P _ _ P -
26 LH2Ps-27 Pseudomonas sp. P P P P P -
27  LH2Ps-28 Pseudomonas sp. _ _ _ P P -
28 LH2Ps-29 Pseudomonas sp. P P _ P P -
29  LH2Ps-30 Pseudomonas sp. P P _ P P -
30  LH2Ps-31 P. fluorescens P P P P P -
31 LH2Ps-32 Pseudomonas sp. _ P _ _ P -
32  LH2Ps-33 Pseudomonas sp. P P P _ P -
33  LH2Ps-34 Pseudomonas sp. P

Nota. P, resultado positivo; -, resultado negativo
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3.5 PRUEBAS HIDROLITICAS DE Pseudomonas AISLADAS DE LA RIZOSFERA
DE Typha dominguensis DEL HUMEDAL LUCRE - HUACARPAY -
QUISPICANCHI - CUSCO

3.5.1 Hidrolisis de almidon de Pseudomonas aisladas de la rizésfera de Typha
dominguensis del humedal Lucre — Huacarpay — Quispicanchi - Cusco.

Los resultados de la hidrolisis de almidon se muestran en la tabla 15, se observa gque solo
3 cepas de Pseudomonas dieron positivo, y son LH1Ps-11 (Pseudomonas sp.), LH1Ps-15

(Pseudomonas sp.) y LH2Ps-27 (Pseudomonas sp.).

Tabla 15.Hidr6lisis de almidon de Pseudomonas aisladas de la rizésfera de Typha

dominguensis

Radio del halo de hidrdlisis
Cepas de Pseudomonas de almidén (mm)
P. fluorescens (ATCC 13525)
P. fluorescens (LH1Ps-1)
Pseudomonas sp. (LH1Ps-2)
. fluorescens (LH1Ps-3)
. fluorescens (LH1Ps-4)
. luteola (LH1Ps-5)
. fluorescens (LH1Ps-6)
. fluorescens (LH1Ps-7)
. fluorescens (LH1Ps-8)
. luteola (LH1Ps-9)
Pseudomonas sp. (LH1Ps-10)
Pseudomonas sp. (LH1Ps-11) 1.4
Pseudomonas sp. (LH1Ps-12)
Pseudomonas sp. (LH1Ps-13)
Pseudomonas sp. (LH1Ps-14)
Pseudomonas sp. (LH1Ps-15) 1.68
P. luteola (LH1Ps-16)
P. oryzihabitans (LH2Ps-17)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-18)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-19)
P. fluorescens (LH2Ps-20)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-21)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-22)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-23)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-24)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-25)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-27) 1.98
Pseudomonas sp. (LH2Ps-28)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-29)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-30)
P. fluorescens (LH2Ps-31)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-32)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-33)
Pseudomonas sp. (LH2Ps.34)

WU TUVTTUTTUTTUTO

Total 3
Porcentaje 9.1%
Nota. -, resultado negativo

60



Solo el 9.1% de las cepas de Pseudomonas posee la enzima amilasa, mientras que el 90.9%
no posee esta enzima figura 11, la hidrolisis de almidon fue revelada con Lugol, que tifie
el medio de un color azul violeta, en la figura 12 se observa un halo transparente alrededor
de la cepa LH1Ps-15.

Figura 11. Capacidad hidrolitica de almidén de Pseudomonas aisladas de la rizésfera

de Typha dominguensis

Positivo; 9.1%

Negativo;
90.9%

Estos datos concuerdan con Marquez (2018) donde aislé cepas de Pseudomonas sp. y
Bacillus subtilis, aisladas de la rizdsfera de Schoenoplectus tatora, estas cepas fueron
sometidas a diferentes pruebas hidroliticas, entre ellas la prueba de almidon, donde se
observé que Pseudomonas sp. no presentd la capacidad amilolitica, siendo positivo
Bacillus subtilis. Rodriguez, et al. (2019) aisl6 cepas de Pseudomonas y Bacillus de la
rizosfera de un cultivo de fresa, donde encontrd que solo Bacillus poseia la enzima amilasa.
Otros estudios demuestran que encontrar bacterias amiloliticas en el medio ambiente es
escaso, asi como Yoguez (2020) menciona que las bacterias rizosféricas de la planta
Bacopa monnieri solo 4 cepas de un total de 25 poseen actividad amilolitica, Mukhtar et
al., (2019) mencionan que las bacterias rizosféricas de Atriplex amnicola, una planta
hal6fila, present6 actividad amilolitica en un 47%. Rodas M & Botello (2016) mencionan
que el 20% que corresponde a 3 de un total de 15 cepas aisladas de efluente de frigorifico
poseen actividad amilolitica. Tamara & Mercado (2021) mencionan que, de 10 cepas
aisladas de ambientes frios, 2 cepas presentan actividad amilolitica. Santos & Villalta
(2015) mencionan que Pseudomonas fluorescens aislada de las piscinas de Ecuasal

produce en mayor proporcion enzimas proteoliticas, en menor proporcion amilasas.
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Figura 12. Hidrdlisis de almidon de Pseudomonas aisladas de la rizosfera de Typha

dominguensis

LH1Ps-14 ' B LH1Ps-13
Hidrolisis - f Hidrolisis -

O 1 .

B S\ Y/,
LH1Ps-15 //f M LH1Ps-16
Hidrolisis + | d Hidrolisis -

3.5.2 Hidrdlisis de caseina y gelatina de Pseudomonas aisladas de la rizésfera de Typha
dominguensis del humedal Lucre - Huacarpay — Quispicanchi - Cusco.

El resultado fue segun el tipo de proteina, las 33 cepas de Pseudomonas fueron sometidas
a hidrdlisis de caseina y gelatina, siendo positivo la observacion de un halo transparente

alrededor de la colonia y el radio del halo fue medido (tabla 16 y figura 14).
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Tabla 16.Hidrolisis de caseina y gelatina de Pseudomonas aisladas de la rizosfera de

Typha dominguensis

Radio del halo de Radio del halo de
Cepas de Pseudomonas hidrélisis de caseina hidrdlisis de
(mm) gelatina(mm)
P. fluorescens (ATCC 13525) _ 2
P. fluorescens (LH1Ps-1) 10.49 16.35
Pseudomonas sp. (LH1Ps-2) 10.16 17.95
P. fluorescens (LH1Ps-3) 9.28 20.36
P. fluorescens (LH1Ps-4) 11.08 20.07
P. luteola (LH1Ps-5) _ 4.72
P. fluorescens (LH1Ps-6) 8.13 19.94
P. fluorescens (LH1Ps-7) 8.11 195
P. fluorescens (LH1Ps-8) 9.49 20.2
P. luteola (LH1Ps-9) 6.22 154
Pseudomonas sp. (LH1Ps-10) _ _
Pseudomonas sp. (LH1Ps-11) _ 3.98
Pseudomonas sp. (LH1Ps-12) 3.39 12.71
Pseudomonas sp. (LH1Ps-13) _ 6.99
Pseudomonas sp. (LH1Ps-14) 10.19 14.64
Pseudomonas sp. (LH1Ps-15) _ 12.3
P. luteola (LH1Ps-16) 11.47 20.34
P. oryzihabitans (LH2Ps-17) _ _
Pseudomonas sp. (LH2Ps-18) 12.2 15.95
Pseudomonas sp. (LH2Ps-19) _ _
P. fluorescens (LH2Ps-20) 11 20.79
Pseudomonas sp. (LH2Ps-21) _ _
Pseudomonas sp. (LH2Ps-22) 10.31 19.02
Pseudomonas sp. (LH2Ps-23) _ _
Pseudomonas sp. (LH2Ps-24) _ _
Pseudomonas sp. (LH2Ps-25) 8.29 8.29
Pseudomonas sp. (LH2Ps-27) 8.49 21.18
Pseudomonas sp. (LH2Ps-28) _ _
Pseudomonas sp. (LH2Ps-29) 1.86 13.36
Pseudomonas sp. (LH2Ps-30) 7.64 19.6
P. fluorescens (LH2Ps-31) 10.8 18.37
Pseudomonas sp. (LH2Ps-32) _ 6.86
Pseudomonas sp. (LH2Ps-33) 10.85 21.29
Pseudomonas sp. (LH2Ps.34) _ _
Total 20 25
Porcentaje 60.6% 75.7%

Nota. -, resultado negativo
Segun la tabla 16, muestra que el 60.6% de las cepas tienen la capacidad para hidrolizar
caseina, debido a la presencia de la enzima caseinasa que rompe los enlaces peptidicos
hasta amino&cidos, cabe mencionar que todas las cepas que hidrolizan caseina también
hidrolizan gelatina, esta caracteristica tambien se observa en Leon et al. (2000). El 75.7%
de las cepas aisladas tiene la capacidad de hidrolizar gelatina, debido a que estas poseen la
enzima gelatinasa que rompen los enlaces peptidicos en presencia de agua. Estos

resultados fueron similares a los que obtuvo Salgado et al. (2012a), donde aisl6 bacterias
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rizosféricas de Typha dominguensis, con capacidad para hidrolizar caseina en un 47% vy el

36% gelatina de un total de 58 aislados.

En el medio caseina, el 50% de las cepas de Pseudomonas presentaron un halo cuyo radio
fue mayor a 10mm, en el medio gelatina el 44% de las cepas presentaron un radio mayor
a 19mm (tabla 16), esta informacidén nos da a conocer que las cepas de Pseudomonas
aisladas de la rizosfera de Typha dominguensis, poseen un alto grado de actividad
hidrolitica para proteinas, los resultados son parecidos a Paredes et al. (2017) menciona
que Pseudomonas aislada de suelos presentd halos de hidrdlisis de gelatina y caseina con
valores de 22.2 mm y 22.3 mm, superando a las especies reportadas como productoras de
protesasas como Bacillus licheniformis y B. subtilis. Las cepas que destacan porgque poseen
ambas enzimas hidroliticas, caseinasas y gelatinasas son LH1Ps-1 (P. fluorescens),
LH1Ps-2 (Pseudomonas sp), LH1Ps-3 (P. fluorescens), LH1Ps-4 (P. fluorescens), LH1Ps-
8 (P. fluorescens), LH1Ps-16 (P. luteola), LH2Ps-18 (Pseudomonas sp.), LH2Ps-20 (P.
fluorescens), LH2Ps-22 (Pseudomonas sp.), LH2Ps-31 (P. fluorescens) y LH2Ps-33
(Pseudomonas sp.).

Segun la figura 13, el 24.2% no present6 actividad hidrolitica para ninguna proteina, el
15,2% hidroliz6 solo gelatina, y el 60.6% de las cepas de Pseudomonas son capaces de
hidrolizar ambas proteinas. Estas cepas son de mucha importancia en tratamientos de
remocion de materia organica de agua residual ya que las proteinas constituyen el 50% de
la composicién del agua residual tipica (Osorio et al., 2021). Mas del 50% de las cepas de
Pseudomonas aisladas de la rizosfera de Typha dominguensis mostraron tener la capacidad
de hidrolizar caseina y gelatina, estos resultados coinciden con otra investigacion donde
aislaron Pseudomonas sp. de la rizésfera de Schoenoplectus tatora, realizaron la prueba
de caseina, y se observo que Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas fluorescens
presentaron mayor capacidad proteolitica de caseina, destacando sobre otras cepas como

Bacillus subtilis y Enterobacter sp. (Marquez, 2018).
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Figura 13. Capacidad hidrolitica de caseina y gelatina de Pseudomonas aisladas de la

rizosfera de Typha dominguensis

Negativo;
24.2%

caseina +

Solo gelatina; ;
15.2% gelatina; 60.6%

El 60.6% es capaz de hidrolizar ambas proteinas (caseina y gelatina), estos resultados
superan frente a otros como, Mukhtar et al. (2019) menciona que las bacterias aisladas de
la rizésfera de Atriplex amnicola, una planta halofila tiene actividad proteolitica en un
47%. Lopez et al. (2021) menciona que las rizobacterias aisladas de Sarcocornia neei una
planta haldfila, son capaces de producir enzimas hidroliticas para proteasas en un 10.80%
(9 rizobacterias). Rodas & Botello (2016) menciona que el 46.6% de 15 aislados
bacterianos de efluentes de frigorifico posee actividad proteolitica. TAmara & Mercado
(2021) mencionan que de las 10 cepas aisladas de ambientes frios 5 presentan actividad
proteolitica. La importancia de encontrar bacterias ambientales que sean capaces de
producir enzimas proteoliticas es de gran interés, asi como lo menciona Ramkumar et al.
(2018) donde las proteasas de microorganismos son utilizadas en la industria, y representan
el 40 a 60% del total de las ventas de enzimas en todo el mundo. Debido a sus diferentes
aplicaciones, muchas proteasas han sido estudiadas, la mayoria de ellas se encuentran en
cepas de Pseudomonas y Bacillus (Rahman et al., 2010). Es necesario encontrar bacterias
con capacidad proteolitica para su utilizacion en tratamientos de biorremediacion de aguas
residuales, ya que las proteinas representan el 65% de un agua residual tipica (Osorio et
al., 2021).
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Figura 14. Pruebas de hidrdlisis de caseina y gelatina de Pseudomonas aisladas de la

rizosfera de Typha dominguensis
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3.5.3 Hidrdlisis de tween 20 y tween 80 de Pseudomonas aisladas de la rizosfera de Typha
dominguensis del humedal Lucre — Huacarpay — Quispicanchi - Cusco.

Los resultados de la hidrolisis de lipidos de las 33 cepas de Pseudomonas (tabla 17),
indican que estas bacterias presentan la enzima lipasa, capaz de liberar &cido laurico y
acido oleico del medio tween 20 y tween 80, que reaccionaron con el cloruro de calcio del
medio (saponificacion) y formaron cristales (jabones de calcio) (Garrity et al., 2005;

Moreno, 2021), se puede ver en la figura 16.

Tabla 17.Hidrolisis de tween 20 y tween 80 de Pseudomonas aisladas de la rizésfera de
Typha dominguensis

Cepas de Pseudomonas Hidrolisis de tween 20  Hidrdlisis de tween 80
P. fluorescens (ATCC 13525) P
P. fluorescens (LH1Ps-1)
Pseudomonas sp. (LH1Ps-2)
. fluorescens (LH1Ps-3)
. fluorescens (LH1Ps-4)
. luteola (LH1Ps-5)
. fluorescens (LH1Ps-6)
. fluorescens (LH1Ps-7)
. fluorescens (LH1Ps-8)
. luteola (LH1Ps-9)
Pseudomonas sp. (LH1Ps-10)
Pseudomonas sp. (LH1Ps-11)
Pseudomonas sp. (LH1Ps-12)
Pseudomonas sp. (LH1Ps-13)
Pseudomonas sp. (LH1Ps-14)
Pseudomonas sp. (LH1Ps-15)
P. luteola (LH1Ps-16)
P. oryzihabitans (LH2Ps-17)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-18)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-19)
P. fluorescens (LH2Ps-20)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-21)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-22)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-23)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-24)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-25)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-27) P P
Pseudomonas sp. (LH2Ps-28)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-29)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-30)
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P. fluorescens (LH2Ps-31) P P
Pseudomonas sp. (LH2Ps-32) P _
Pseudomonas sp. (LH2Ps-33) P _
Pseudomonas sp. (LH2Ps.34) _ _
Total 20 11

Prcentaje 60.6% 33.3%

Nota. P, resultado positivo; -, resultado negativo
El porcentaje de cepas que tienen la capacidad para hidrolizar lipidos, varia segun el tipo

de sustrato, se observa que el 60.6% de las cepas de Pseudomonas aisladas presentaron
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hidrolisis de tween 20, y el 33.3% para tween 80, cabe mencionar que todas las cepas que

son capaces de hidrolizar tween 80, tambien hidrolizan tween 20.

Se observa que estas bacterias tienen mayor capacidad hidrolitica por tween 20. Este
ultimo tiene una relacidn casi cercana con los resultados de Salgado et al., (2012a), las
bacterias rizosféricas aisladas de Typha dominguensis, hidrolizaron tween 80 en un 38%

de un total de 58 aislados.

Figura 15. Capacidad hidrolitica de tween 20 y tween 80 en Pseudomonas aisladas de
la rizésfera de Typha dominguensis

Tween 20 +

39.3% 33.3%

Solo tween 20
27.3%

Segun la figura 15 y la tabla 17, se encontré que el 39.3% no posee las enzimas capaces
de hidrolizar tween 20 y tween 80, el 27.3% es capaz de hidrolizar solo tween 20 vy el
33.3% son capaces de producir enzimas lipoliticas para ambos compuestos tween 20 y
tween 80, y son 11 cepas de las 33 aisladas, LH1Ps-3 (P. fluorescens), LH1Ps-6 (P.
fluorescens), LH1Ps-7 (P. fluorescens), LH1Ps-8 (P. fluorescens), LH1Ps-12
(Pseudomonas sp.), LH1Ps-15 (Pseudomonas sp.), LH1Ps-16 (P. luteola), LH2Ps-20 (P.
fluorescens), LH2Ps-22 (Pseudomonas sp.), LH2Ps-27 (Pseudomonas sp.) y LH2Ps-31(P.
fluorescens). Estas cepas de Pseudomonas han demostrado tener diversidad metabdlica
destacando la degradacion de lipidos, asi como lo menciona Mendoza et al., (2020)
Pseudomonas sp., Bacillus sp. y Corynebacterium sp. son eficientes en la degradacion de
grasas y aceites, y que Pseudomonas aeruginosa es la bacteria que posee mayor actividad
lipolitica. En otras investigaciones también se demostré que Pseudomonas sp. aislada de
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la rizésfera de Schoenoplectus tatora, tiene la capacidad de degradar lipidos (Marquez,
2018). No todas las bacterias presentan la capacidad de hidrolizar lipidos para tween 20 y
tween 80, las que lo realicen destacan para su utilizacion en tratamientos de
biorremediacion de aguas residuales, ya que los lipidos y las grasas representan el 10% de
un agua residual tipica (Osorio et al., 2021). Por ello es necesario contar con bacterias que
tengan la capacidad de reducir estos contaminantes. Mendoza et al., (2020) menciona que
Pseudomonas aeruginosa y Corynebacterium aquaticum han demostrado ser la
combinacion perfecta en la degradacion de aceites y grasas de muestras de efluentes grasos
de una industria aceitera, reduciendo la presencia de estos compuestos de una

concentracion de 160mg/l a 34mg/I.

Por ello los resultados obtenidos fueron mas representativos que otros estudios, donde
aislaron bacterias lipoliticas de otros ambientes diferentes, como Rodas & Botello (2016)
reportd que el 13.4% que corresponde a 02 cepas aisladas de efluentes de frigorifico poseen
actividad lipolitica. Tamara & Mercado (2021) mencionan que de las 10 cepas aisladas de

ambientes frios 3 presentan actividad lipolitica.

Figura 16. Prueba de hidrolisis de tween 20 y tween 80 de Pseudomonas aisladas de la

rizosfera de Typha dominguensis

| LH1Ps-2 | LH1Ps3 X
: Hidrdélisis + “ | Hidrolisis +

A. Hidrélisis en tween 20 B. Hidrdlisis en tween 80

69



3.5.4 Hidrolisis esculina y DNA de Pseudomonas aisladas de la rizésfera de Typha
dominguensis del humedal Lucre — Huacarpay — Quispicanchi - Cusco.

Los resultados de la prueba de hidroélisis de esculina y DNA, de las 33 cepas aisladas de

Pseudomonas, se muestran a continuacion (tabla 18).

Tabla 18.Hidrdlisis esculina y DNA de Pseudomonas aisladas de la rizosfera de Typha

dominguensis

Cepas de Pseudomonas Hidrélis(iz]criﬁ)esculina Hidrél(iziqsn%e DNA
P. fluorescens (ATCC 13525)
P. fluorescens (LH1Ps-1)
Pseudomonas sp. (LH1Ps-2)

. fluorescens (LH1Ps-3)

. fluorescens (LH1Ps-4)

. luteola (LH1Ps-5) 0.82
. fluorescens (LH1Ps-6)
. fluorescens (LH1Ps-7)
. fluorescens (LH1Ps-8)
. luteola (LH1Ps-9) 1.26
Pseudomonas sp. (LH1Ps-10)
Pseudomonas sp. (LH1Ps-11)

WU TUTTUVTTUTTUTO

Pseudomonas sp. (LH1Ps-12) _ 3.5
Pseudomonas sp. (LH1Ps-13) 6.89 _
Pseudomonas sp. (LH1Ps-14) _ _
Pseudomonas sp. (LH1Ps-15) 5.79 6.5
P. luteola (LH1Ps-16) 12.06 10.79

P. oryzihabitans (LH2Ps-17)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-18)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-19)

P. fluorescens (LH2Ps-20) _ 6.9
Pseudomonas sp. (LH2Ps-21) _ _
Pseudomonas sp. (LH2Ps-22) _ 6

Pseudomonas sp. (LH2Ps-23)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-24)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-25)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-27) 1.56
Pseudomonas sp. (LH2Ps-28)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-29)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-30)
P. fluorescens (LH2Ps-31)

Pseudomonas sp. (LH2Ps-32)

Pseudomonas sp. (LH2Ps-33) _ 3.18
Pseudomonas sp. (LH2Ps.34) _ _
Total 5 7
Porcentaje 15.2% 21.2%

Nota. -, resultado negativo
Se observa que hay mayor capacidad hidrolitica por DNA, el 21.2 % que corresponde a 7
cepas de Pseudomonas aisladas de la rizosfera de Typha dominguensis hidroliza DNA y
el 15.2% hidroliza esculina. Las cepas LH1Ps-13 (Pseudomonas sp.), LH1Ps-15

(Pseudomonas sp.) y LH1Ps-16 (P. luteola) poseen mayor capacidad hidrolitica de
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esculina; Las cepas LH1Ps-15 (Pseudomonas sp.), LH1Ps-16 (P. luteola) y LH2Ps-20 (P.
fluorescens) poseen mayor capacidad hidrolitica de DNA, porque presentaron un halo de

hidrdlisis mayor a 5mm, que es la media de la medicidon del halo de hidrdlisis.

Figura 17. Capacidad hidrolitica de esculina y DNA de Pseudomonas aisladas de la

rizosfera de Typha dominguensis

Hidrdlisis de esculina
15.2%

Hidrélisis de DNA
21.2%

Negativ
0
8 4_é% 78.8%

Negativ
G

En la figura 17 y figura 18, se observa la actividad hidrolitica de esculinay DNA de las 33
cepas de Pseudomonas, el 84.8% no tiene capacidad hidrolitica para esculina y el 78.8%
no tiene capacidad hidrolitica para DNA. El 6% que son 2 cepas son capaces de hidrolizar
ambos compuestos, esculina y DNA. Estas son LH1Ps-15 (Pseudomonas sp.) y LH1Ps-16
(Pseudomonas luteola). Estas bacterias son de gran importancia por su accién
multienzimatica, y pueden ser utilizados en procesos de biorremediacion de efluentes
contaminados, asi como lo menciona Moreno et al. (2013) las bacterias rizosféricas
capaces de producir enzimas extracelulares como esculinasas y DNAsas, pueden participar
en la descomposicion de materia organica. Miovich & Porras (2021) mencionan que las
bacterias rizosféricas mas usadas, en la eliminacion de materia organica de aguas
residuales son Pseudomonas sp. y Bacillus spp. Las Pseudomonas aisladas en este estudio
pueden ser Utiles en procesos de biorremediacion de aguas residuales, por las enzimas

DNAsas y esculinasas que poseen.
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Figura 18. Prueba de hidrolisis de esculina y DNA de Pseudomonas aisladas de la

rizosfera de Typha dominguensis
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Nota- En la figura 18A, se observa un resultado positivo al generar un cambio de color
oscuro en el medio, alrededor de la colonia, 18B. Se observa dos tipos de resultado,
positivo por la formacion el halo transparente alrededor de la colonia y negativo cuando

hay ausencia de halo.

72



3.6 ANALISIS DE LA CAPACIDAD HIDROLITICA DE LAS 33 CEPAS DE
Pseudomonas AISLADAS DE LA RIZOSFERA Typha dominguensis DEL
HUMEDAL LUCRE - HUACARPAY - QUISPICANCHI - CUSCO

Las 33 cepas de Pseudomonas aisladas de la rizosfera de Typha dominguensis fueron
sometidas a un total de 7 pruebas, donde se observo la capacidad hidrolitica que estas cepas
tienen al degradar diferentes compuestos. Realizando un analisis de todas las cepas de
Pseudomonas Y todas las pruebas, se determind que son 6 cepas, debido a la capacidad
metabdlica que poseen, son capaces de hidrolizar de 4 a 6 compuestos diferentes. Tambien
fueron seleccionadas por la temporalidad, lluvias y estiaje.

Asi como se observa en la tabla 19, estas cepas son: LH1Ps-15 (Pseudomonas sp.), LH1Ps-
16 (P. luteola), LH2Ps-20 (P. fluorescens), LH2Ps-22(Pseudomonas sp.), LH2Ps-27
(Pseudomonas sp.) y LH2Ps-31 (P. fluorescens), por lo que tienen gran importancia para
usos en biorremediacion. Las enzimas hidroliticas que son producidas por bacterias
rizosféricas, son de gran interés comercial debido a que posee aplicaciones biotecnoldgicas
en la industria farmacéutica, agroindustrial y alimenticia (Amoozegar et al., 2019; Corral
et al., 2020). Como las enzimas lipoliticas, contribuyen a aplicaciones industriales,
mejoran el sabor de los alimentos, son utilizados en la produccién de compuestos
farmacoldgicos, son usados como aditivos en la industria de detergentes, las enzimas
lipoliticas bacterianas méas usadas son de Bacillus, Pseudomonas y Serratia, destacando
Pseudomonas fluorescens y Serratia marcescens como las mejores productoras de lipasas

bacterianas (Cardenas, 2023).

Ademas, las cepas que no presentaron capacidad hidrolitica para ningin compuesto fueron
LH1Ps-10 (Pseudomonas sp.), LH2Ps-17 (P. oryzihabitans), LH2Ps-19 (Pseudomonas
sp.), LH2Ps-21 (Pseudomonas sp.), LH2Ps-23 (Pseudomonas sp.), LH2Ps-24
(Pseudomonas sp.), LH2Ps-28 (Pseudomonas sp.) y LH2Ps-34 (Pseudomonas sp.),

corresponden a un 24%.
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Tabla 19. Capacidad hidrolitica de Pseudomonas aisladas de la rizésfera de Typha dominguensis del humedal Lucre — Huacarpay — Quispicanchi - Cusco.

N° Codido Identificacion Pruebas Carbohidrato Proteinas Lipidos Otros compuestos
9 bioquimica positivas Almidén Caseina Gelatina Tween 20 Tween 80  Esculina DNA
1 LH1Ps-1 P. fluorescens 03 X X X
2 LH1Ps-2 Pseudomonas sp. 04 X X X
3 LH1Ps-3 P. fluorescens 04 X X X X
4 LH1Ps-4 P. fluorescens 02 X X
5 LH1Ps-5 P. luteola 03 X X X
6 LH1Ps-6 P. fluorescens 04 X X X X
7 LH1Ps-7 P. fluorescens 04 X X X X
8 LH1Ps-8 P. fluorescens 04 X X X X
9 LH1Ps-9 P. luteola 04 X X X X
10 LH1Ps-10 Pseudomonas sp. 00
11  LH1Ps-11 Pseudomonas sp. 03 X X X
12 LH1Ps-12 Pseudomonas sp. 05 X X X X X
13 LH1Ps-13 Pseudomonas sp. 02 X X
14 LH1Ps-14 Pseudomonas sp. 03 X X X
15 LH1Ps-15 Pseudomonas sp. 06 X X X X X X
16 LH1Ps-16 P. luteola 06 X X X X X X
17 LH2Ps-17 P. oryzihabitans 00
18 LH2Ps-18 Pseudomonas sp. 03 X X X
19 LH2Ps-19 Pseudomonas sp. 00
20 LH2Ps-20 P. fluorescens 05 X X X X X
21 LH2Ps-21 Pseudomonas sp. 00
22 LH2Ps-22 Pseudomonas sp. 05 X X X X X
23 LH2Ps-23 Pseudomonas sp. 00
24 LH2Ps-24 Pseudomonas sp. 00
25 LH2Ps-25 Pseudomonas sp. 02 X X
26 LH2Ps-27 Pseudomonas sp. 06 X X X X X X
27  LH2Ps-28 Pseudomonas sp. 00
28 LH2Ps-29 Pseudomonas sp. 02 X X
29  LH2Ps-30 Pseudomonas sp. 02 X X
30 LH2Ps-31 P. fluorescens 04 X X X X
31 LH2Ps-32 Pseudomonas sp. 02 X X
32  LH2Ps-33 Pseudomonas sp. 04 X X X X
33 LH2Ps-34 Pseudomonas sp. 00
Total 3 20 25 20 11 5 7
Porcentaje 9.1% 60.6% 75.7% 60.6% 33.3% 15.2% 21.2%

Nota: X, Representa el resultado positivo; negrita, cepas seleccionadas
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NUmero de sustratos hidrolizados

Figura 19. Capacidad hidrolitica de almidon, proteinas, lipidos y otros compuestos de

Pseudomonas aisladas de la rizésfera de Typha dominguensis
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1 Cepas seleccionadas de Pseudomonas con mayor capacidad multienzimatica

En la figura 19 se observa la capacidad multienzimatica de las 33 cepas de Pseudomonas,
siendo el 39.4% que poseen capacidad multienzimatica, porque dieron como positivo a 4
pruebas de un total de 7. Estos resultados fueron més optimos en comparacion con otros
estudios como, Tamara & Mercado (2021) mencionan que de las 10 cepas aisladas de
ambientes frios solo 1 cepa, presento actividad enzimatica multiple, como actividad
amilolitica, proteolitica y lipolitica. Salgado et al., (2012a) menciona que solo dos cepas
de un total de 58 aislados bacterianos de la raiz de Typha dominguensis tienen actividad
multienzimatica, ya que fueron los Unicos que presentaron actividad hidrolitica de caseina,
gelatina y tween 80.

La importancia de encontrar bacterias que sean capaces de utilizar diferentes compuestos
que van desde carbohidratos, lipidos, proteinas y otros compuestos, especialmente los

compuestos toxicos, son importantes en los procesos de biorremediacién, de aguas y
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3.7

alimentos. Las especies de bacterias que destacan para usos en estos procesos son
Pseudomonas, Alcaligenes, Bacillus, Nocardia, Arthrobacter, y Nocardia spp (Brutti et
al., 2018). Debido a que Pseudomonas posee versatilidad metabdlica segun la fuente de
aislamiento (Santamaria, 2021; Alvarez et al., 2020). Estas cepas pueden ayudar a la
remocion de materia organica de aguas residuales (Miovich & Porras, 2021), asi como lo
menciona Yu Gualong et al., (2019), Pseudomonas fluorescens tiene la capacidad para
reducir materia organica y nitratos en aguas residuales. Esto debido a que este género es
capaz de adaptarse a situaciones extremas sin alterar sus funciones poco especificas (Brutti
et al., 2018).

RELACION ENTRE EL PUNTO DE MUESTREO Y LA CAPACIDAD
HIDROLITICA DE Pseudomonas AISLADA DE LA RIZOSFERA DE Typha
dominguensis DEL HUMEDAL LUCRE - HUCARPAY - QUISPICANCHI -
CUSCO

Al realizar un andlisis de Pseudomonas aisladas de la rizosfera de Typha dominguensis
con los puntos de colecta, se ha determinado que existe una relacion con la cantidad de

cepas aisladas y la capacidad hidrolitica, asi como se observa en la tabla 20.

Tabla 20. Relacién de Pseudomonas aisladas de la rizésfera de Typha dominguensis

con los puntos de colecta

Punto 1 Punto 2 Punto 3
Caracteristica: Lejos de la Caracteristica: Zona intermedia Caracteristica: Zona cercana al
zona de eutrofizacién entre el punto 1y 3 punto de eutrofizacién
P. fluorescens (LH1Ps-1) P. fluorescens (LH1Ps-3) P. fluorescens (LH1Ps-8)
Pseudomonas sp. (LH1Ps-2) P. fluorescens (LH1Ps-4) P. luteola (LH1Ps-9)

P. oryzihabitans (LH2Ps-17) P. luteola (LH1Ps-5) Pseudomonas sp. (LH1Ps-10)

Pseudomonas sp. (LH2Ps-18)  P. fluorescens (LH1Ps-6) Pseudomonas sp. (LH1Ps-11)

Pseudomonas sp. (LH2Ps-19)  P. fluorescens (LH1Ps-7) Pseudomonas sp. (LH1Ps-12)
P. fluorescens (LH2Ps-20) Pseudomonas sp. (LH1Ps-13)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-21) Pseudomonas sp. (LH1Ps-14)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-22) Pseudomonas sp. (LH1Ps-15)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-23) P. luteola (LH1Ps-16)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-24) Pseudomonas sp. (LH2Ps-25)

Pseudomonas sp. (LH2Ps-27)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-28)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-29)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-30)
P. fluorescens (LH2Ps-31)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-32)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-33)
Pseudomonas sp. (LH2Ps-34)

La mayoria de las cepas aisladas de Pseudomonas provienen del punto 3, las cepas

representadas en negrita, corresponden a las cepas de Pseudomonas con mayor capacidad
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hidrolitica, estas pertenecen al punto 2 y 3, que se encuentran mas proximos al area de

eutrofizacion del humedal Lucre — Huacarpay — Quispicanchi - Cusco.

Esta eutrofizacién se debe a los efluentes de la planta de biorremediacion de aguas
residuales de Lucre que son vertidos al humedal Lucre Huacarpay, elevando las
concentraciones de fosfatos y nitratos, influyendo en el avance de la eutrofizacion, por ello
la calidad del agua del humedal Lucre — Huacarpay, no cumple con las condiciones para
la categoria de lagos y lagunas de acuerdo a DS N° 004- 2017- MINAM, segun La Torre
(2018) y Canal & Torres (2023).

Estos datos explican la capacidad de Pseudomonas aisladas del punto 3, que se encuentra
en contacto con la zona eutrofizada, ricos en materia organica, nitratos y fosfatos (La
Torre, 2018). La adaptacion a este tipo de ambiente es lo que le confiere la capacidad
hidrolitica, asi como lo menciona Ona (2021) la composicién de los microbiomas en la
rizosfera dependera de la especie vegetal, y los factores que se asocian al suelo como la
textura, pH, contenido de materia organica, nutrientes minerales y estructura, estas
contienen sefiales quimicas que hacen que los microorganismos especificos sean

reclutados hacia las raices.

La importancia de aislar Pseudomonas de la rizésfera de Typha dominguensis, es porque
las bacterias rizosféricas, guardan una estrecha relacién con la capacidad metabodlica de la
planta, asi como lo menciona Ona (2021), las relaciones entre planta y microorganismos a
nivel de la rizésfera, posee una caracteristica sobresaliente de beneficio mutuo, los
microorganismos obtienen un nicho y una fuente generosa de alimento, entre tanto las
plantas experimentan mejoras en los procesos orientados a estimular el crecimiento
vegetal, haciendo innecesaria la utilizacion de compuestos quimicos que modifiquen el
equilibrio del suelo. Varios estudios han demostrado la eficiencia de Typha dominguensis
en la remocion de contaminantes (Torres Callupe, 2017; Torres Guerra, 2017). Asi como
Pseudomonas rhodesiae aislada de la raiz de Typha latifolia, ayuda a la tolerancia de
cadmio (Roldn, 2020). Los resultados en este estudio corroboran la capacidad hidrolitica
multienzimatica de algunas cepas de Pseudomonas encontradas en la rizésfera de Typha

dominguensis.
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3.8 SECUENCIAMIENTO DEL GEN rRNA 16S, DE LAS CEPAS DE Pseudomonas
CON MAYORES CAPACIDADES HIDROLITICAS

El informe emitido por el laboratorio BIOTECOOP, de las 2 cepas de Pseudomonas sp.
con mayor capacidad hidrolitica, seleccionadas de acuerdo a la temporalidad y punto de
muestreo que son LH2Ps-22 y LH2Ps-27%, Se observan en la tabla 21 y anexo 7. El valor
de identidad de la cepa LH2Ps-27 es de 99.32% y de LH2Ps-22 es menor a 98%, segln
Tamisier et al. (2015) los valores de identidad que se recomienda para clasificar
aislamientos bacterianos, son 95% para género y 98.7 % para especie. La cepa LH1Ps-22,
posee un valor de identidad de 74.34% lo que nos indica que pertenece a la familia
Pseudomonadaceae, segun Yarza et al. (2014) estos valores de indentidad también estan

influenciados por la baja calidad de las secuencias en estas muestras.

Asi mismo, Pseudomonas es un grupo de bacterias cosmopolita y por ello su amplia
diversidad genética, siendo uno de los grupos mas numerosos dentro del grupo de las Gram
negativas (Girard et al., 2020; Santamaria, 2021; Girard et al., 2021), al ser un grupo mega
diverso, muchos no comparten una historia evolutiva comdn (Rudra & Gupta, 2024), por
ello en la actualidad aun se redefinen los grupos y subgrupos de esta familia; Sin embargo,
la identificacion de Pseudomonas mediante el gen rRNA 16S, solo permite una
diferenciacion entre los géneros de la familia Pseudomonadaceae, como Ventosimona,
Pseudomonas, Oblitimonas, Thiopseudomonas y Cellvibrio, asi como también solo
delimita los grupos principales como P. pertucinogena, P. aeruginosa y P. fluorescens
(Girard et al., 2021), ademas al momento de generarse las copias del gen rRNA 16S, se
produce un fenémeno conocido como heterogeneidad intragenémica, y con valores de
identidad ya establecidos de 98.2% a 99% de similitud, hace que no sea posible discriminar
aislamientos ambientales a nivel de especie (Mende et al., 2013; Lalucat et al., 2020;
Girard et al., 2020; Kim et al.,, 2014; Gutierrez, 2023). Por ello se recomienda la

identificacion de Pseudomonas ambientales mediante el uso de los genes rpoB y rpoD.
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Tabla 21. Resultados del secuenciamiento del gen rRNA 16S de las cepas de Pseudomonas seleccionadas

Cédigo de Cobertura Identidad E- Identificacion Fuente

N° Cepas L Longitud ID Consulta Afio
secuenciacion (%) (%) Value molecular bibliografica

(Gulati et al., 2015

01 LH2Ps-22 Pm 22 1472 52 74.34 2e-34 Pseudomonas sp KR085912.1 2015)
Pseudomonas (Krinos et al., 2020

02 LH2Ps-27 Pm 27 1392 100 99.32 0.0 ) MT386129.1
nitroreducens 2020)
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La actividad hidrolitica de Pseudomonas de la rizosfera de Typha dominguensis, frente al
resultado de la similaridad de secuencias obtenidas, del gen rRNA 16S, se tiene que la
cepa LH2Ps-27, segun el andlisis de similaridad corresponde a Pseudomonas
nitroreducens, han reportado que esta bacteria ha sido aislada de suelos, como Aswathi et
al. (2019) indica que esta bacteria tiene la capacidad de degradar pesticidas como los
organoclorados y clorpirifos, debido a que se encontraba en suelos contaminados. En las
pruebas de hidrdlisis, la cepa LH2Ps-27 posee la capacidad de reducir nitratos, asi como
actividad lipolitica y proteolitica. Watanabe et al. (1977) menciona que esta bacteria
produce lipasas. Trinh et al. (2018) menciona que posee la capacidad de ser promotora de
crecimiento vegetal, mediante la absorcion de nitratos. Bedoya et al. (2021) menciona es
muy buena degradadora de moleculas complejas, como sustancias aromaticas

xenobioticas.

La cepa LH2Ps-22 segun el andlisis de similaridad corresponden a Pseudomonas sp. esta
bacteria, es conocida por la versatilidad metabélica que posee (Alvarez et al., 2020) como
la capacidad hidrolitica de lipidos (Mendoza et al., 2020) y proteinas (Rahman et al., 2010;

Marquez, 2018), asi como los resultados obtenidos en esta investigacion.

Al realizar la comparacion entre la identificacion bioguimica con el resultado del
secuenciamiento del gen rRNA 16S, se encontrd relacién, pero es necesario realizar mas
pruebas bioquimicas, debido a que las especies de Pseudomonas ambientales son muy
diversas (Girard et al., 2020; Santamaria, 2021; Girard et al., 2021).

80



CONCLUSIONES

1. Se logré aislar un total de 33 cepas del género Pseudomonas sp., de la rizésfera de
Typha dominguensis del humedal Lucre — Huacarpay — Quispicanchi - Cusco, en dos

periodos estacionarias época de lluvias y secas.

2. Sedetermin0 la capacidad hidrolitica de las 33 cepas de Pseudomonas, el 9% hidroliza
almidon; 76% gelatina, 61% caseina, 61% a tween 20, 33% a tween 80, 15% a esculina
y 21% a DNA.

3. Se logro secuenciar parcialmente el gen rRNA 16S de 2 cepas, LH2Ps-22 a

Pseudomonas sp. y LH2Ps-27 a Pseudomonas nitroreducens.
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RECOMENDACIONES

Realizar mas pruebas hidroliticas y pruebas de resistencia a otros compuestos quimicos
para conocer con mas profundidad su versatilidad metabdlica.

Realizar estudios de enfrentamiento a muestras de aguas residuales diferentes, para
corroborar los resultados obtenidos y probar el rendimiento frente a condiciones
adversas, cultivando en biodigestores y aplicando estas bacterias de manera individual
y en consorcios, para asi determinar su uso en biorremediacion de aguas residuales.
Secuenciar el genoma completo Pseudomonas sp. de las especies con mayor capacidad
LH1Ps-15 (Pseudomonas sp.), LH1Ps-16 (P. luteola), LH2Ps-20 (P. fluorescens),
LH2Ps-22(Pseudomonas sp.), LH2Ps-27 (Pseudomonas sp.) y LH2Ps-31 (P.
fluorescens) para poder conocer su identidad, asi mismo la amplitud y precision de los
genes que codifican y le dan la capacidad hidrolitica de diferentes compuestos.
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ANEXOS

ANEXO N° 1
CLAVE TAXONOMICA DEL GENERO Typha

Revision del género Typha Tourn. ex L. (Typhaceae), en
Extremadura (Espana)

Francisco M2 Vazquez Pardo

Grupo de investigacién HABITAT. Departamento de Produccion Forestal y Pastos. Centro de Investigacion La Orden-Valdesequera.
Consejeria de Empleo, Empresa e Innovacién. Gobierno de Extremadura. Apartado de Correos 22. 06080. Badajoz (Espaiia).
Email: frvazquez50 @hotmail.com

Resumen:

En el presente trabajo se revisa la diversidad del género Typha Tourn. ex L., en Extremadura, aportandose informacién que facilita la
identificacién de todos sus taxones. Se estudia y tipifica los taxones T. angustifolia L., T. domingensis (Pers.) Steud., T. australis
Schumand., y T. latifolia L. Se propone la combinacién T. domingensis subsp. australis (Schumand.) F.M.Vazquez comb. nov., y por
tltimo se pone de manifiesto por primera vez para Extremadura de presencia de los siguientes taxones: T. domingensis subsp.
australis (Schumand.) F.M.Véazquez; T. xglauca Godr., y T. xgezei Rothm.

Vazquez, F.]M. 2012. Revisién del género Typha Tourn. ex L. (Typhaceae), en Extremadura (Espaiia). Fol. Bot. Extremad. 6: 5-17.

Palabras clave: Extremadura, Typha, Typhaceae, Taxonomia, Corologia, Biodiversidad.

Abstract:

The Typha Tourn. ex L., study from Extremadura, revealed information for discrimination between different taxa. Also, are study and
typified the taxa: T. angustifolia L., T. domingensis (Pers.) Steud., T. australis Schumand., y T. latifolia L., is proposed the
combination T. domingensis subsp. australis (Schumand.) F.M.Vazquez comb. nov., and finally are indicated the first occasion for
Extremadura the following taxa: T. domingensis subsp. australis (Schumand.) F.M.Vazquez; T. xglauca Godr., y T. xgezei Rothm.
Vazquez, F.M. 2012. Review of Typha Tourn. ex L. (Typhaceae) from Extremadura (Spain). Fol. Bot. Extremad. 6: 5-17.

Key words: Extremadura, Typha, Typhaceae, Taxonomy, Chorology, Biodiversity.
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Introduccién

El estudio de la diversidad vegetal de los humedales, y las cuencas fluviales de los espacios del
sudoeste de la Peninsula Ibérica, nos obliga a conocer uno de los grupos de vegetales que con maés
frecuencia y més abundantemente aparecen representados: eneas o espadanas. Las espadanas se integran
dentro del género Typha Tourn. ex L., y ocupan lugares encharcados con una profundidad media que no
suele superar el metro de profundidad, habitualmente aparecen arraigados en zonas de aguas someras con
una profundidad que varia entre los 20-80 cm, colonizando las orillas de lagunas, charcas y méargenes de
rios, siempre que las aguas dispongan de baja o nula corriente, ya que uno de los limitantes al
asentamiento de estas especies son las fuertes corrientes, de modo que son especies que no ocupan los
margenes de torrentes o vias de aguas procedentes de zonas montanas o de fuertes pendientes. El interés
de estudio de la diversidad de este género obedece al enorme poder depurador que tienen las especies de
eneas, sin embargo no se dispone de un estudio pormenorizado y amplio de toda la diversidad y
variabilidad de las especies del género Typha Tourn. ex L., para Extremadura y consecuentemente para el
SW de la Peninsula Ibérica. Conocer las especies y variantes que tiene el género Typha Tourn. ex L., en
Extremadura es el objetivo de este trabajo por diversos motivos: a) la seleccién de materiales de este
género para su posterior mejora en la depuracién de aguas residuales; b) evaluar la posible distribucién de
variantes y especies del género dependiendo de criterios geograficos, y/o ambientales; c¢) determinar la
diversidad real del género en Extremadura; d) disponer de criterios y herramientas acertadas que faciliten
la identificacion de la diversidad del género Typha Tourn. ex L., en Extremadura.

Cuando nos pusimos a estudiar la diversidad y distribucion del género Typha Tourn. ex L., en
Extremadura confirmamos que las obras clasicas centradas en Extremadura, ponian de manifiesto la
presencia de al menos tres especies T. latifolia L. (Rivas Mateos 1931; Rivas Goday, 1964; Devesa, 1995);
T. angustifolia L. (Rivas Mateos 1931; Devesa, 1995) y T. domingensis (Pers.) Steud. (Rivas Goday, 1964
(sub. T. angustifolia ssp. australis (Schum. & Thonn.) Graebner); Devesa, 1995). Las monografias de flora
local como la de Ladero (1970), para la comarca de Villuerca-Ibores (Caceres); Belmonte (1986) para la
comarca de Monfragiie; Ruiz (1988), para la comarca del Campo Aranuelo; Vazquez (1989), para el Sur de
Badajoz; Amor & al. (1992) para la Vera, habian puesto de manifiesto la misma diversidad, aunque no en
todos los casos se contemplaban las tres especies previamente indicadas. La dltima revisiéon para flora
Ibérica (Cirujano, 2010), nos ponia de manifiesto la ausencia en territorio extremeno de T. angustifolia L.,
al igual que en otras zonas de la Peninsula Ibérica, donde previamente se habia indicado su presencia,
habiéndose confundido frecuentemente con T. domingensis (Pers.) Steud. Esta situacién, unida a la
existencia de hibridos y a la presencia de algunas poblaciones de espadanas que no podiamos asignar a la
diversidad recogida en Flora Ibérica, nos genero interés en la revisiéon del género Typha Tourn. ex L., en la
comunidad extremena.

Metodologia

Apoyandonos en el objetivo previamente propuesto se procedié a una campana extensa de
recoleccién por toda la geografia extremena, con el fin de rescatar toda la diversidad y variabilidad de
taxones que potencialmente pudieran existir en el territorio. Unido a la campana de recolecciones se
procedié al estudio de los materiales conservados previamente en el herbario HSS, junto con el estudio y
revisiéon de materiales en los herbarios K, S-LINN, BM-L, UPS-BURSER y puntualmente P y C (Holmgren
& al., 1990), a fin de completar un conocimiento mas extenso y acertado de la diversidad de este género en
las zonas tropicales y subtropicales.

Junto con la revisién de los materiales se procedié a un estudio morfolégico y parcialmente de la
anatomia foliar de las hojas inferiores a fin de completar un listado amplio de caracteres que facilitara la
segregacion de los taxones de forma sélida, y permitiera reconocer con acierto la identidad de los
materiales tipos a los que hemos tenido acceso.

La informacién obtenida del estudio morfolégico y anatémico, junto con el de revisiéon de una gran
cantidad de bibliografia sobre el género Typha Tourn. ex L., en buena parte del mundo se ha organizado
en tablas y descripciones que permiten distinguir y caracterizar acertadamente cada uno de los taxones
encontrados en el estudio.

El estudio se ha completado con una revision taxonémica de los taxones disponibles, donde se ha
incluido revisiéon de nombres, claves e ilustraciones que facilitan la compresién de cada uno de los taxones
encontrados en dos apartados anexos a las descripciones que son “Anotaciones” y “Observaciones”.
Finalmente se anexa un listado de los materiales estudiados.
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Resultados y discusién

Los resultados que se aportan se circuscriben a poner de manifiesto la descripcién de toda la
diversidad encontrada para el género Typha Tourn. ex L., en Extremadura.

Bibliografia basica para el género Typha Tourn. ex L., en Extremadura: Schnizlein, A. 1845. Typhaceen. In Ruecksicht,
B. D. Natur. Pfl. Fam. 28 pp; Rohrbach, P. 1870. Ueber die europaischen Arten der Gattung Typha. Verh. Bot. Ver. 11:
67-101; Kronfeld, M. 1889. Monographie der Gattung Typha Tourn. Verh. Zool. Bot. Ges. Wien, 39: 89-190; Graebner,
P. 1900. Typhaceae u. Sparganiaceae. In Engler, A. Das Pfl. 1(2): 1-29; Geze, M.J.B. 1911. Le Typha domingensis
Pers. (sensu amplo). Bull. Soc. Bot. France 58: 457-461. Cirujano, S. 2010. Typha L. In Castroviejo, S. (ed. Gral) Flora
Ibérica XVIII: 259-266.

Typha Tourn. ex L., Sp. PL. 971.1753.
Sinénimos:
Thypha Costa, Introd. Fl. Catal. p. Ixv. 292 (Index). 1864.
Massula Dulac, Fl. Hautes-Pyrénées 47. 1867.
Rohrbachia (Kronf. ex Riedl) Mavrodiev, Bot. Zhurn. (Moscow & Leningrad) 86(9): 120. 2001.

Especie tipo: Typha angustifolia L.

Plantas herbaceas, glabras. Rizoma horizontal. Tallos erectos, simples, cilindricos. Hojas alternas,
ensiformes, lineares, envainantes; vaina que rodea largamente al tallo, con la parte interna superior lisa o
cubierta de glandulas mucilaginosas de color pardo, que se atentia paulatinamente hacia el limbo o con 2
auriculas terminales; lamina convexa por el envés. Inflorescencia terminal, formada por dos partes
espiciformes, muy densas, con 1 o més bracteas folidceas caedizas que pueden estar en contacto, o
separadas por una porcion desnuda del eje; la masculina, ligeramente coénica; la femenina con raquis
secundarios papiliformes, subpiramidales o filiformes. Flores masculinas con numerosas bractéolas desde
filiformes hasta espatulado-lanceoladas, simples o ramificadas; estambres 1-5(7), filamentos total o
parcialmente soldados; anteras oblongas, basifijas, con dehiscencia longitudinal; conectivo prolongado en
apice obtuso o apiculado; polen en ménadas o en tétradas; las femeninas ebracteoladas, o con bractéolas
filiformes ensanchadas en el 4pice; las fértiles insertadas en los raquis secundarios y entre ellos, con
ginoforo filiforme provisto de largos pelos sedosos; las estériles generalmente en la parte superior del
raquis, solitarias o agrupadas, con ginéforo provisto de un menor numero de pelos que las fértiles. Ovario
fértil fusiforme, unilocular, con un rudimento seminal anétropo; estilo filiforme; estigma lanceolado,
ovado-lanceolado o filiforme, a veces arqueado; en las flores estériles el ovario es obovoide u obeénico, con
estilo y estigma rudimentarios. Fruto fusiforme monospermo, con dehiscencia longitudinal. Semilla
fusiforme, truncada en el extremo superior. Embrién cilindrico.

Anotacioén a la seleccion de la especie tipica del género:
La eleccién de esta especie como tipo del género obedece a la propia descripcion original de Linnaeus (1753), en la

que incluye todas las descripciones genéricas de Typha bajo la descripeion de esta especie:

2, TYPHA foliis semicylindricis, spica mascula feminea — angustifolia.
que remotis. It. Scan. 198.
Typha. Hort. cliff. 439. FL Suec. 772. Roy. lugdb. 73.
Gmel. Sib. 1. p. 133. Fuchs. hist. 822.

Se pone en evidencia, que aunque como habitualmente hace Linnaeus (1753), al describir un grupo de especies
dentro de un género, suele incluir la descripeién genérica o insertar las descripciones genéricas previas sobre la
primera especie de la lista, en este caso salta esta regla para designar como especie que debe disponer o recibir las
descripciones del género a la designada con niimero “2”. En este caso, al igual que en los casos precedentes, donde
la especie tipo del género es aquella que aparece en primer lugar de la lista y le acompana las descripciones previas

para el género, la especie tipo para el género debe ser Typha angustifolia L.
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X 0,5-0,9 cm, cilindrica, de color pardo oscuro; frecuentemente separada de la femenina por una porcién
limpia de hasta 4,5 cm; la parte femenina de 8-20(22) x 0,8-1,7 cm, cilindrica, de color oscuro. Flores
masculinas con bractéolas de 2-4,5 mm, de filiformes a espatuladas, simples o ramificadas, con estambres;
filamentos de hasta 3,5 mm, flexibles; anteras 1,5-3 mm, con el 4pice del conectivo variable, de obtuso
hasta apiculado; polen en ménadas; las femeninas con bractéolas de 3,5-6,5 mm, de 4pice redondeado y
mucronado; las fértiles de 4-8 mm; ovario fusiforme, de 1-1,6 mm, con ginéforo provisto de numerosos
pelos dispuestos en 2-4 verticilos, que no sobrepasan los estigmas de hasta 1,8 mm, claramente arqueados,
lanceolados, ensanchados en el tercio inferior, de margen ondulado, con tonos rojizos, a veces maculados;
las estériles de 3-6,5 mm; ovario 1-1,4 mm, ovoide, con ginéforo provisto de 1-3 verticilos de pelos que no
sobrepasan el estigma rudimentario. Fruto fusiforme de 0,9-1,2 mm. n = 15.

Anotaciones a la tipificacion:
De la descripcién original de Linnaeus (1753), podemos rescatar varias fuentes en las que buscar el tipo. El primer lugar a buscar

es el propio herbario de Linnaeus, y en este sentido disponemos de un ejemplar (LINN 1094.1), que se ajusta a la descripcién
original, y se trata de material con el que contaba Linnaeus previo a la publicacién de Species Plantarum. Los posible tipos
adicionales reflejados en la descripcién Typha palustris, clava gracili, Bauh. Pin. 20/ Typha palustris media. Moris. hist. 3. p.
246. s. 8. t. 13. f.2, hemos de buscarlos en el herbario UPS-BURSER y en las ldmina n° 2 de la Seccién 8 tabula 13 en Morisson
(1680), respectivamente. En UPS-BURSER no existe material asignable a la descripcién de Bauhinus (1623), y en la obra de
Morisson (1680) existe un material perfectamente asignable a la descripcién de Linnaeus (1753). Una vez expuesto los posibles
tipos existentes es preciso indicar que de los dos posible tipos (LINN 1094.1, Morisson 1680 (Seccién 8 Tab. 13 fig. 2)), el
conservado en LINN dispone de flores femeninas con estigma lineal, arqueado, con ginéforos provistos con 1-2 verticilos de pelos
hialinos por debajo del estigma, y con bracteolas de apice ensanchado y redondeado, mientras que la lamina de Morisson (1680),
puede ser asignable a T. angustifolia L., T. domingensis (Pers.) Steud., T. laxmannii Lepechin, o cualquier otra especie del
género con hojas de tamafo medio, inflorescencias masculina y femenina separadas, de color amarillento en la floraciéon. La
lamina de Morison (1680), es asignable a Typha media Schleich., Cat. pl. Helv. ed. 1: 59 1801. (ind. loc.: “Moris.” Lectotipo:
Moris. hist. 3. p. 246. s. 8. t. 13. f.2! Morison (1680) (designado aqui) (nom. nud. sensu Graebner 1900)), ya que la lamina y
descripcion de Morison (l.c.) no define/discrimina con claridad la especie. Este criterio mas tarde se complicara en Typha media
DC. in Lamarck & DC., Syn. Fl. Gall.:148. 1806 nom. nud., que suma la descripcién a T. media Schleich, mas T. angustifolia p L.
1378, de Linnaeus (1763), es decir, se integra bajo T. media DC, a Typha palustris media + Typha minima duplicis clava nobis
de Morison (1680). Como pueden entender de los potenciales materiales incluidos en la descripcién original de Linnaeus (1753),
sélo es posible seleccionar al material conservado en LINN, como tipo de esta especie, ya que el resto han desaparecido o son
conflictivos en el uso y definicién del taxén. Atendiendo al criterio de tipificacién que se indica el Art. 9.2 (MacNeil & al., 2006),
seleccionamos como lectotipo de Typha angustifolia L., el material conservado en LINN 1094.1! (ejemplar central)

Observaciones:

El estudio de las poblaciones de esta especie en el territorio extremerfio nos ofrece una vision parcial de la diversidad con la que
debe contar este taxén, ya que aparece de forma dispersa y habitualmente conviviendo con otras especies del género de amplia
distribucién. A pesar de la escasa representacién hemos podido observar dos patrones de variacién en el porte y morfologia de las
inflorescencia a nivel de especie. Existen ejemplares de porte medio a elevado que pueden llegar a alcanzar més de 2,30 m de
altura, con inflorescencia alargadas de hasta 18 cm las femeninas y hasta 15 cm las masculinas que se ajustaria a la variante
denominada T. angustifolia var. inaequalis Kronf., Verh. Zool.-Bot. Ges. Wien XXXIX: 52. 1889; mientras que las plantas de
inflorescencias cortas (<14 cm), de porte medio a bajo (<1,8 m) y hojas de seccién semicircular se ajustaria a la variedad tipica.
En nuestra opinién todas estas variaciones estan asociadas a las condiciones del habitat donde se desarrolla la especie y no debe
tener consideracién taxonémica.

Sin embargo es preciso hacer notar que existe una enorme diversidad de sinénimos nomenclaturales asociados a esta especie que
se generan porque cuando Linnaeus (1753), describe la especie introduce el sinénimo Typha palustris media Morison (1680),
que para algunos autores (Typha media Schleich., Cat. pl. Helv. ed. 1: 59 1801. (ind. loc.: “Moris.” (nom. nud. sensu Graebner
1900)= (=T. angustifolia B L. 1378) Typha media, DC. in Lamarck & DC., Syn. Fl. Gall.:148. 1806 nom. nud.= (=T. angustifolia
B L. 1378) Typha media DC. in Lamarck & DC., FI. Franc. VI: 302. 1815= (=T. angustifolia B L. 1378) Typha media Pollini, FI.
Veron. III: 100. 1824. (=T. angustifolia B L. 1378)) estaba préximo a la variante “B” de la edicién 22 de Species Plantarum
(Linnaeus, 1763), aunque la variante “B” se corresponde con Typha minima Funck ex Hoppe, Bot. Taschenb. Anfanger Wiss.
Apothekerkunst 1794: 187. 1704. (Sinénimos: Typha minor Smith, FI. Brit. 3: 960. 1804. (Ind. loc.: “In palustribus.” Lectotipo:
Lobelius (1581) pg. 81, Typha minor A.41. T.114! (designado aqui))=(T. angustifolia B L. 1378). Esta situacién es la que generd
confusién en la identificacién de taxones préximos a T. angustifolia L., como T. domingensis (Pers.) Steudel, o T. laxmannii
Lepech. Taxones que podrian integrarse dentro de la definicién de Typha media de Clusius (1583) o Typha palustris media de
Morison (1680), sinénimos que se recogen en Bauhinus 1623 y Linnaeus 1753 respectivamente para describir a T. angustifolia L.
En esta situacién el epiteto especifico “media”, para algunos autores (Schleicher 1801; De Candolle, 1806; Pollini, 1824),
integraba a los dos sinénimos de Bauhinus (1623): Typha palustris clavis gracilis Bauh. y Typha media Clus. Mientras que el
sentido de Linnaeus (1753), para T. angustifolia L., fue sélo Typha palustris clavis gracilis Bauh.

2.- Typha domingensis (Pers.) Steud., Nomencl. Bot.: 860. 1824.

Basiénimo: Typha latifolia * domingensis Pers., Syn. Pl 2: 532. 1807. (Ind. loc.: “Hab. ad St. Domingo”. Lectotipo:
P02178233! (ejemplar tnico, designado aqui) “Typha domingensis Persoon/ p. 481/ St. Domingo, [H A Poiteau]”
http: //sonneratphoto.mnhn.fr/2011/02/07/9/P02178233.jpg )

Sinénimos:

Typha tenuifolia Humb., Bonpl. & Kunth, Nov. Gen. Sp. PL I: 68. 1816. Ind. loc.: Crescit in humidis, inundatis lacus
Tacariguae, Laguna de Valencia, juxta Cura (Prov. Venezuelae). Floret Martio.”. Holotype P00129678! (ejemplar
tunico, designado aqui) (“Typha tenuifolia mihi/ Tipha latifolia diffe a tipha /Latif. Calycibus Staminibus que/ Laguna de
Valencia, inaquis? /Bonpland A.J.A. 736)

Typha spiralis Raf., Atl. J. 1: 148. 1832.

Typha angustifolia p domingensis (Persoon) Griseb., Fl. Brit. W. Ind. 512. 1864.

Typha americana L.C.Richard ex Rohrb. Verh. Bot. Vereins Prov. Brandenburg 11: 97. 1870.

Typha essequeboénsis Meyer ex Rohrb. Verh. Bot. Vereins Prov. Brandenburg 11: 97. 1870.

Typha media Barbieri ex Rohrb., Verh. Bot. Vereins Prov. Brandenburg 11: 9o. 1870.
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Typha minuta Schrenk ex Rohrb., Verh. Bot. Vereins Prov. Brandenburg 11: 90. 1870.
Typha balansae Reuter ex Rohrb., Verh. Bot. Vereins Prov. Brandenburg 11: 9o. 1870.
Typha gigantea Schur ex Rohrb. Verh. Bot. Vereins Prov. Brandenburg 11: 97. 1870.
Typha maxima Schur ex Rohrb. Verh. Bot. Vereins Prov. Brandenburg 11: 97. 1870.
Typha angustifolia var. domingensis (Pers.) Hemsl., Rep. Challenger, Bot. 1(1): 73. 1885.
Typha bracteata Greene in Bull. Calif. Acad. II: 413. 1887.

Typha angustifolia subsp. domingensis (Pers.) Rouy, Flore France XIII: 331. 1912.

Planta de hasta 3,75 m. Hojas de color verde oscuro, con lamina de (0,5)0,7-1,8(2,2) mm de grosor, de
margen hialino, y seccién plana a ligeramente abarquillada, con la vaina abrazadora, de margen
membranoso al menos en la parte distal, y de apice ligeramente redondeado, conectado a la lamina,
desprovista de glandulas en el envés y con abundantes glandulas en la parte apical de la vaina, con
superficie acanalada en ambas caras. Inflorescencia espiciforme, habitualmente sin bracteas foliaceas; la
parte masculina de 12-24(26) x 0,7-1,4 cm, cilindrica, de color pardo claro; frecuentemente separada de la
femenina por una porcién limpia de hasta 3,5 cm; la parte femenina de 8-28(37) x 1-2 cm, cilindrica, de
color pardo rojizo a pajizo. Flores masculinas con bractéolas de 3-4 mm, de filiformes a espatulados-
lanceoladas, simples o ramificadas; estambres con filamentos de hasta 4,5 mm, flexibles; anteras 1,8-4
mm, con el 4pice del conectivo variable, de obtuso hasta apiculado; polen en ménadas; las femeninas con
bractéolas de 4-8 mm, acuminadas; las fértiles de 4-10(11) mm; ovario fusiforme, de 0,6-1,4 mm, con
ginoéforo provisto de numerosos pelos dispuestos en 2-4 verticilos de &pice engrosado o liso, que no
sobrepasan los estigmas lineares de hasta 1,8 mm, ligeramente arqueados, lanceolados, ensanchados en el
tercio inferior, de margen ondulado, con tonos rojizos, a veces maculados; las estériles de 3-7(8) mm;
ovario 1-2mm, ovoide, con ginéforo provisto de 1-3 verticilos de pelos que sobrepasan el estigma
rudimentario. Fruto fusiforme de 1-1,7 mm. n = 15.

Observaciones:

Dentro de esta especie es preciso hacer notar la enorme diversidad que encontramos en relacion a los caracteres florales y foliares
sobre los que se ha apoyado la taxonomia del grupo. Estas variaciones y la ausencia de conocimientos sobre las caracteristicas de
los materiales tipos procedentes de otras regiones del mundo ha facilitado una enorme confusién para poder describir la
diversidad de la especie y especialmente en la relacién de nombres disponibles para explicar dicha diversidad. Posiblemente la
primera descripcién del taxén se debe a autores prelinneanos como Clusio (1583, Rar. Stir. Pann. P 716), cuando describe:
“Typha media”, mas tarde recogida por Bauhinus (1623), e integrada como sinénimo de “Typha palustris clava gracilis”,
polinombres que posiblemente integraban a varios taxones (Graebner, 1900). Pero no sera hasta finales del siglo XVIII y
principios del siglo XIX, cuando se comience a usar el nombre de este taxén de forma correcta, aunque inicialmente se confundié
en parte con T. angustifolia L., (ver comentarios previos para T. angustifolia L.)

Junto a la problematica del reconocimiento del taxon como consecuencia de la proximidad morfolégica aparente con T.
angustifolia L., es preciso hacer notar que se han generado una enorme cantidad de nombres que pretendian describir por
primera vez a la especie y que en algunas ocasiones de forma arbitraria y apoyados en caracteres morfologicos foliares, facilitaron
una enorme confusién en la validez, identificacién y segregaciéon de la diversidad con la que cuenta en todo el mundo T.
domingensis (Pers.) Steud. Un prueba de los comentarios previos son los nombres que se hacen eco de las hojas estrechas en la
especie (Typha tenuifolia Humb., Bonpl. & Kunth,), la que se concentran en el porte maytsculo de algunas variantes (Typha
gigantea Schur ex Rohrb. Verh. Bot. Vereins Prov. Brandenburg 11: 97. 1870; Typha maxima Schur ex Rohrb. Verh. Bot.
Vereins Prov. Brandenburg 11: 97. 1870.) o de la distribucién y tamano comparado de la inflorescencia masculina y femenina
(Typha aequalis Schnizlein in Ruecksicht, B. Nat. Pfl.-Fam. Typhaceae: 25. 1845.), todos, nombres que han intentando describir
la diversidad del taxén a nivel morfolégico. Sin embargo esta diversidad es posible diferenciarla en base a los tipos de
variaciones: a) los caracteres que son pléasticos y asociados a las variaciones ambientales, que no disponen de entidad taxonémica
y que sélo reflejan aspectos como estrés ambiental, régimen de precipitaciones o humedad ambiental; y b) caracteres constantes
que aparecen reflejados invariablemente en cualquier ambiente y que son variaciones conservadas genéticamente. En el primer
caso (a) las variaciones no se han considerado, mientras que en el segundo (b), se ha podido discriminar dos grupos de plantas
atendiendo a las variaciones en las morfologia de las flores, y de las hojas. Existen 1.- plantas con flores femeninas provistas de
verticilos de pelos capilares, de apice simple y agudo, con 1-2 verticilos de pelos en el ginéforo de las fértiles y con (2)3-5 en el
gindforo de las estériles; con hojas de semicircular a sub-trigona en la base de la ldmina, con vainas provistas de glandulas en la
zona adaxial y con el 4pice de margen contiguo; frente a 2.- plantas de flores femeninas provistas de 3-5 verticilos en el ginéforo,
con pelos de apice ensanchado a engrosado; con hojas en la base de la lamina de seccién plana a abarquillada, con vainas
provistas o no de glandulas en la zona adaxial y con el 4pice habitualmente truncado, ocasionalmente contiguo a la ldmina. El
primero de los casos (1.) se ajusta al tipo de Typha australis Schumach, frente al caso segundo (2.), que es el mas frecuente en
las poblaciones estudiadas y que se ajusta al tipo de Typha latifolia * domingensis Pers., (Persoon, 1808). Atendiendo a estos
resultados y estimando que las diferencias encontradas entre los dos grupos no son suficientes para separarlos a nivel especifico
se ha propuesto considerar las variaciones encontradas a nivel de subespecies y estimar que en territorio extremerio existirian
dos taxones dentro de este grupo:

o  Typha domingensis subsp. domingensis (Pers.) Steud
o  Typha domingensis subsp. australis (Schumach.) F.M.Vazquez comb. nov.

2a.- Typha domingensis subsp. domingensis (Pers.) Steud., Nomencl. Bot.: 860. 1824.

Sinénimos:

Typha domingensis var. eudomingensis Geze, Bull. Soc. Bot. France 58: 459. 1911.

Typha media Bory & Chaub., Exp. Sc. Morée 3(2): 29. 1832.

Typha angustata Bory & Chaub., Exp. Sc. Morée 3(2): 338. 1832. (Ind. loc.: “Les marais de Modon; au point culminant de la
couchée de Paleogrissi, en se rendant a Coron; aux environs de Scardamule; a 1"embouchure de 1"Eurotas, etc.”.
Lectotipo: probablemente en P).

Typha angustata var. leptocarpa Rohrb. Verh. Bot. Vereins Prov. Brandenburg 11: 88. 1870. Ind. loc.: “In Abyssinien: in
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den Thélern bei Djeladscheranne (Schimper!).” Lectotipo: K! (ejemplar tnico) (Schimperi iter Abyssinicum./ Section
tertia./ 1563. Typha angustifolia L./ Ad rivos in vallibus angustis prope Djeladscheranne/ U. 1. 1844, d 23. Apr. 1841)

Typha angustata var. gracilis (Schur) Nyman, Consp. Fl. Eur. 757.1882.

Typha angustifolia subsp. angustata (Bory & Chaub.) Briq., Prodr. FL. Corse1: 643. 1910.

Typha angustifolia var. virginica Tidestr., Rhodora 13(156): 242—243. 1911. (Ind. loc.: “with Myrica cerifera and Baccharis
halimifolia in marsh near Millstone (Mouth of the Patuxenr River), Md. (Tm. 5141) type material.” Holotipo: US n.v.)

Typha domingensis var. angustata (Bory & Chaub.) Geze, Bull. Soc. Bot. France 58: 459. 1911.

Typha angustifolia subsp. angustata (Bory & Chaub.) Fiori, Agric. Colon. (Firenze) 18(5-6): 16?. 1924.

Typha angustifolia var. angustata (Bory & Chaub.) Jordanov, Izv. Bot. Inst. (Sofia) 24: 123. 1973.

Hojas con la vaina amplia provista o no de glandulas circulares en la cara abaxial, principalmente en el
apice, que no contindan por la lamina, con el margen membranoso y épice truncado, ocasionalmente
contiguo con la lamina; en la cara adaxial con glandulas circulares o longitudinales en el tercio apical,
alojadas en los resaltes de los nervios. Limina de seccion plana a abarquillada, de hasta 1 cm de anchura.
Las inflorescencias femenina y masculina, separadas de 0,5-1,5(2,7) cm, con bracteas caducas. La
inflorescencia femenina de 8-16(20) x 1-1,6 cm, con flores femeninas (fértiles o estériles) de 4-7(9) mm,
provistas de un ginéforo con 3-5 verticilos de pelos ensanchados en el dpice. n = 15.

Observaciones:

Dentro de la variabilidad del taxén se han detectado poblaciones con ejemplares de hojas con lamina estrecha (<7 mm), otras
con inflorescencias masculinas y femeninas solapadas (no separadas), algunas de inflorescencias de menos de 10 em, otras con
las vainas de las hojas desprovistas de glandulas en la cara adaxial. Todas estas variaciones se han considerado dentro del rango
de variacién de la subespecie y no se han considerado con rango taxonémico. Por otro lado, en la literatura consultada se han
detectado, un taxén con entidad infra-subespecifica, que pudiera tener validez, pero no hemos estudiado ningtin material de
origen: Typha angustata var. aethiopica Rohrb. Verh. Bot. Vereins Prov. Brandenburg 11: 89. 1870. (Ind. loc.: “Am obern Bahr-
el- Abiad im Land der Kitsch 7°— 9° nordl. Br. (Hartmann!), in Abyssinien (Quartin Dillon et Petit!), im District Simen
(Schimper!)” Lectotipo: posible K n.v.) =Typha angustata subsp. aethiopica (Rohrb.) Kronf., Verh. K.K. Zool.-Bot. Ges. Wien 39:
162. 1889. =Typha abyssinica Rehb. f. ex Rohrb. Verh. Bot. Vereins Prov. Brandenburg 11: 89. 1870. = Typha angustata var.
abyssinica (Rehb. f. ex Rohrb.) Graebn. In Engler A. D. Pflanzenr. 1(2): 14. 1900.

2b.- Typha domingensis subsp. australis (Schumach.) F.M.Vazquez comb. nov.

Basiénimo: Typha australis Shumach. In Schumach. & Thonn, Beskr. Guin. PL 401. 1827. Ind. loc.: “Kisamae Incolis.”
Holotipo: C10004646! C-THONNING 341! (ejemplar tnico)*"HB. SCHUM. 341 Typha (angustifolia media m: crossed
out) australis. Guin/ Sp. orig.! (IDC C-Isert et Thonning n 107 I1I, 4,5( http://plants.jstor.org/specimen/c10004646)

Sinénimos:

Typha media Duby in DC. Bot. Gall. I: 432. 1828. nom. nud.

Typha daenatica Ehreb. ex Steud. Nom. Bot. ed. 2, II: 726. 1841.

Typha aequalis Schnizlein in Ruecksicht, B. Nat. Pfl.-Fam. Typhaceae: 25. 1845.

Typha macranthelia Webb in Webb & Berthel., Phytogr. Can. 3: 291, tab. 218. 1847. (Ind. loc.: “Hanc plantam in aquosis
convallis Teneriffae Goyonje dictae prope Tacorontem legimus, prope Iguestem Buchius, eandem a Canaria misit
Despreaux, nuperque ad rivulum Sancti Johannis de la Rambla Teneriffae nodum florentem vidit Bourgeaeus.”
Lectotipo: FI-WEBB n.v., Material adicional tipo: Webb & Berthelo 1847; tab. 218!)

Typha angustifolia B australis (Schumach.) Rohrb. Verh. Bot. Vereins Prov. Brandenburg 11: 83. 1870.

Typha damiattica Ehrenb. ex Rohrb. Verh. Bot. Vereins Prov. Brandenburg 11: 88. 1870.

Typha erhenbergii Schur ex Rohrb. Verh. Bot. Vereins Prov. Brandenburg 11: 88. 1870.

Typha angustifolia var. tenuispicata Debeaux, Rech. Fl. Pyr.-Orient. 2: 45. 1878.

Typha angustifolia subsp. australis (Schumach.) Graebn. in Engelr D. Pfl. 1(2): 13. 1900.

Typha angustifolia var. saulseana Legr., Bull. Soc. Bot. Rochel. 23: 19. 1901.

Typha angustifolia subsp. domingensis rac. australis (Schumach.) Rouy, Flore France XIII: 331. 1912.

Typha domingensis var. australis (Schumach.) Geze, Bull. Soc. Bot. France 58: 459. 1911.

Typha angustifolia auct. pl. non Linnaeus (1753)

Hojas con la vaina amplia provista de glandulas circulares en la cara abaxial, principalmente en el 4pice,
que pueden continuar por la lamina, con el margen membranoso y dpice contiguo con la lamina; en la cara
adaxial con glandulas longitudinales en el tercio apical, alojadas en los resaltes de los nervios. LAmina de
seccién sub-trigona a semicircular, de hasta 1,3 cm de anchura. Las inflorescencias femenina y masculina,
separadas de 0,7-2,5(3,5) cm, con bracteas caducas. La inflorescencia femenina de 12-28(37) x 1,2-2 cm,
con flores femeninas de 6-10(11) mm, provistas de un ginéforo con 1-2 verticilos de pelos capilares en las
flores fértiles y con (2)3-5 verticilos de pelos capilares en las flores estériles. n = 15.

Observaciones:
Dentro la las variaciones encontradas en esta subespecie es preciso destacar que las mayores variaciones se encuentran ligadas a
las dimensiones de las inflorescencias (con variaciones en mas de 15 ecm de longitud dentro de una misma poblacién). Sin
embargo, se han mantenido constante la morfologia de la seccién a nivel de la base de la lamina, la presencia de glandulas en la
cara adaxial de la lamina y el nimero de verticilos de pelos en el ginéforo y la morfologia del apice de los pelos. Estos resultados
no han justificado la segregacion de ningin taxén a nivel infra-subespecifico.
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Apéndice I
MATERIAL ESTUDIADO

Typha angustifolia L.

HS: Badajoz (Ba): Badajoz, San Isidro, 29SPD89, orilla del lago, 20-VI-1993, A. Buzo & S. Buzo (HSS 97); Badajoz, 29SPD70, 17-VI-
2004, D. Garcia (HSS 13958); Badajoz, Ctra. Badajoz - Valverde de Leganés, km. 2, 290SPD70, charcas, albercas artificial. 28-
VI-2006, M. Fernandez & D. Garcia (HSS 25815); Lobén, Guadajira. Centro de Investigacién "Finca La Orden-Valdesequera”,
29SQDoo, Cultivo experimental, 12-IX-2011, E. Albano & J. Blanco (HSS 52897); Mérida, Cornalvo, 29SQD41, margenes de
arroyos temporales, 24-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52130); Santa Amalia, 29SQD52, Margenes de cultivos de arroz, 25-
VIII-2011, J. Blanco & F.M. Vézquez (HSS 52101); Valdebotoa, 29SPD81, margen rio Gévora, 16-V-1998, J. Blanco, J. M.
Cerrato & F. A. Manzano (HSS 21543); Valverde de Burguillos, rio Bodién, 29SQC14, 31-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52610).

HS: Céceres (Cc): Coria, hacia Rineén del Obispo, 29SQE12, 26-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52073); Cafiamero, rio Ruecas,
30STJ96, margenes y ribazos sobre suelos ricos y encharcados, 04-IX-2011, L. Concepcién & F.M. Vazquez (HSS 52624); La
Granja, proximidades al pueblo, 30TTK45, pastizales, 18-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52080).

Typha domingensis subsp. australis (Schumach.) F.M.Vazquez

HS: Badajoz (Ba): La Albuera, ribera de La Albuera, 29SPC88, 31-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52584); Mérida, Cornalvo,
29SQD41, mérgenes de arroyos temporales, 24-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52125); Santa Amalia, 20SQD52, margenes de
cultivos de arroz, 25-VIII-2011, J. Blanco & F.M. Vazquez (HSS 52105); Valverde de Burguillos, rio Bodién, 29SQC14, 31-VIII-
2011, F.M. Vazquez (HSS 52613).

Typha domingensis subsp. domingensis (Pers.) Steud.

HS: Badajoz (Ba): Ba: Badajoz, margenes del rio Guadiana, 29SPD70, 15-1X-2003, D. Peral & F. M. Véazquez (HSS 12765); Badajoz,
Ctra. Ex100. Arroyo Guerrero, 290SPDg2, margenes de arroyo, 12-IX-2011, F.M. Vazquez (HSS 52847); Higuera de la Serena, la
Laguna, 30STH68, margen de arroyo y charca artificial, 04-IX-2011, J. Blanco & J.M. Pavo (HSS 52618); La Albuera, ribera de
La Albuera, 29SPC88, 31-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52589); La Coronada, rio Zijar, 30STJ71, orillas de rio, 25-VIII-2011,
J. Blanco & F.M. Vazquez (HSS 52116); Lobén, Guadajira. Centro de Investigaciéon "Finca La Orden-Valdesequera", 29SQDoo,
cultivo experimental, 12-IX-2011, E. Albano & J. Blanco (HSS 52827); Mérida, Cornalvo, 290SQD41, mérgenes de arroyos
temporales, 24-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52122); Puebla de Alcocer, presa del Zujar, Presa del Zujar, proximidades.
Piscinas "naturales”, 30STJ90, mérgenes embalse, 14-VIII-2007, J. Blanco & J. M. Pavo (HSS 35577); Torremejia, arroyo
Bonhaval, 20SQC29, margenes de ribera, 07-IX-2011, F.M. Vazquez (HSS 52678); Santa Amalia, 20SQD52, margenes de
cultivos de arroz, 25-VIII-2011, J. Blanco & F.M. Vazquez (HSS 52100); Valverde de Burguillos, rio Bodién, 29SQC14, 31-VIII-
2011, F.M. Vazquez (HSS 52614).

HS: Caceres (Cc): Aliseda, 290SPD96, 12-I1X-2011, F.M. Vazquez (HSS 52832); Caceres, 290SQD27, Parques y jardines, 03-VI-2006,
F.M. Vazquez (HSS 51389); Canamero, rio Ruecas, 30STJ96, margenes y ribazos sobre suelos ricos y encharcados, 04-1X-2011,
L. Concepcién & F.M. Vazquez (HSS 52626); Casar de Caceres, 20SQD28, 26-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52145); Coria,
hacia Rincén del Obispo, 29SQE12, 26-VIII-2011, F.M. Véazquez (HSS 52069); Herreruela, 29SPD86, 12-IX-2011, F.M. Véazquez
(HSS 52848); Moraleja, proximidades de nucleos urbanos, 29TPEg3, 26-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52082)

HS: Salamanca (Sa): Bejar, Ctra. N630, direccion Cantagallo, 30TTK67, margenes de carretera, 13-X-2011, F.M. Vazquez (HSS
53023).

LU: Bajo Alentejo (BAl): Mértola, Alcaria Ruiva. Vale de Camelos. Monte Novo das Horcas, 290SNB98, juncal, 27-VI-2011, J. Blanco,
C. Martins, C. Meireles, C. Pinto-Gomes & F.M. Véazquez (HSS 51677).

Typha latifolia L.

HS: Badajoz (Ba): Lobén, Guadajira. Centro de Investigacién "Finca La Orden-Valdesequera”, 29SQDoo, cultivo experimental, 12-
IX-2011, E. Albano & J. Blanco (HSS 52899); Mérida, Cornalvo, 29SQD41, margenes de arroyos temporales, 24-VIII-2011,
F.M. Vézquez (HSS 52117); Santa Amalia, 29SQD52, margenes de cultivos de arroz, 25-VIII-2011, J. Blanco & F.M. Vazquez
(HSS 52106).

HS: Céceres (Cc): Alcuescar, ctra. Alcuéscar — Montanchez, ctra. Alcuéscar hacia Monténchez, EX - 382, KM 11, 20SQD44, cunetas de
carretera, con presencia de Adenocarpus desertorum, 27-IV-2006, D. Garcia, M. Gutiérrez & S. Rincén (HSS 20735);
Arroyomolinos de la Vera, 30TTK53, 23-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52067); Bafios de Montemayor, 30TTK56, 06-VII-
2006, S. Ramos & F. M. Vazquez (HSS 27297); Bafios de Montemayor, salida Autovia A-66, 30TTK56, 18-VIII-2011, F.M.
Vazquez (HSS 52142); Coria, hacia Rincén del Obispo, 29SQE12, 26-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52071); Cuacos de Yuste -
Garganta la Olla, 30TTK64, prados hiimedos, 23-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 51949); Guadalupe, via de Ferrocarril
Guadalupe-Puertollano, 30SUJo6, margenes de vias, 04-IX-2011, L. Concepcién & F.M. Vazquez (HSS 52633); Hervis, salida
de la ciudad. Ctra. Caceres — Salamanca, 30TTK56, 18-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52184); La Granja, proximidades al
pueblo, 30TTK45, pastizales, 18-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52078); Moraleja, proximidades de nicleos urbanos, 29gTPE93,
26-VIII-2011, F.M. Vézquez (HSS 52086); San Martin de Trevejo, 29TPE85, 26-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52006);
Villamiel a Trevejo, 20TPE84, 26-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52087).

HS: Salamanca (Sa): Bejar, ctra. N630, direccién Cantagallo, 30TTK67, margenes de carretera, 13-X-2011, F.M. Vazquez (HSS
53024).

Typha xgezei Rothm.
HS: Badajoz (Ba): Mérida, Cornalvo, 29SQD41, margenes de arroyos temporales, 24-VIII-2011, F.M. Véazquez (HSS 52122).

Typha xglauca Godr.
HS: Céceres (Cc): La Granja, proximidades al pueblo, 30TTK45, pastizales, 18-VIII-2011, F.M. Vazquez (HSS 52078).

104



Vizquez, F.M. Revision del género Typha Tourn. ex L. (Typhaceae), en Extremaduia (Espaiia).

Lamina 1. Figura de Typha latifolia L. A: inflorescencia; B: Hoja caulinar con secciones en la base del limbo (1), y a
media altura del limbo (2); C: Flores femeninas y frutos; D: Bréacteas y agrupaciones de estambres.
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Lamina 2. Figura de Typha angustifolia L. A: inflorescencia; B: Hoja caulinar con secciones en la base del limbo (1),
a media altura del limbo (2), y fraccién de unién entre limbo y vaina (3) ; C: Bracteas de la inflorescencia
femenina, flores femeninas y frutos; D: Brécteas de la inflorescencia masculina y agrupaciones de
estambres.
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Vizquez, F.M.

Lamina 3. Figura de (1) Typha domingensis subsp. domingensis (Pers.) Steud., y (2) Typha domingensis subsp.
australis (Schumach.) F.M.Vazquez. A: inflorescencia; B: Hoja caulinar con secciones en la base del limbo
(@), y media altura del limbo (B); C: Bracteas de la inflorescencia femenina, flores femeninas y frutos; D:
Brécteas de la inflorescencia masculina y agrupaciones de estambres.
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ANEXO N° 2
CLAVE BIOQUIMICA PARA LA TAXONOMIA BACTERIANA DEL GENERO

Pseudomonas
(1] ©
‘S o
c 5 c
. < < 2 3] 2 © c ©
Cepa bacteriana @ 2 8 3 e S < 8 £
s 82 3 s S0 ® 2 3
= 2% 3 = el 0w £ 2
(@) 0oL o =z O« 0] < L
P. aeruginosa + + +/- - + +/- - -
P. fluorescens + + + -+ - + - _
P. putida + + +- - - - - -
P. stutzeri + + - + +/- - + -
P. mendocina + + - + + - - -
P. alcaligenes + - - +/- —+ - - -
P. pseudoalcaligenes + +- - + +- - - _
P. luteola - + - +/- +- +/- - +
P. oryzihabitans - + - - -+ -+ - _

Fuente: Nicola, 2010; Garrity et al.2005.
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ANEXO N° 3
PERMISO DE COLECTA DE SERFOR

Firmado digitalmente por
CHANCASANAMPA MEDINA Ronald
=i Senin FAU 20562836927 soft
£ Cargo: Administrador Tecnico
** Motivo: Soy el autor del documento
Fecha: 21.12.2023 08:44:19 -05:00

RESOLUCION ADMINISTRATIVA

Cusco, 21 de Diciembre del 2023
RA N° D000284-2023-MIDAGRI-SERFOR-ATFFS - CUSCO

VISTO:

El Informe Técnico N° D000311-2023-MIDAGRI-SERFOR-ATFFS-CUSCO del 29 de
noviembre de 2023 y la solicitud S/N del 26 de octubre de 2023 con niimero de expediente
2023-0050423, presentada por la sefiora Rosmery Hejdi Cartagena Turpo, identificada con
DNI N° 73640887, quien solicita autorizacién con fines de investigacion cientifica en flora y/o
fauna silvestre, fuera de Areas Naturales Protegidas, como parte de la investigacién titulada
“Capacidad hidrolitica de Pseudomonas sp. aisladas de la rizosfera de Typha dominguensis
de la laguna de Lucre — Cusco”, a desarrollarse en el area de la Laguna de Lucre -
Huacarpay, provincia de Quispicanchi, departamento de Cusco; y todo lo actuado en el
expediente administrativo, y;

CONSIDERANDO:

Que, el articulo 66° de la Constitucién Politica del Peru, establece que los recursos
naturales, renovables y no renovables, son patrimonio de la Nacion. El Estado es soberano
en su aprovechamiento; asimismo, en su articulo 68° establece que es obligacion del Estado
promover la conservacion de la diversidad biolégica.

Que, la Ley N° 26821, Ley Orgéanica para el Aprovechamiento Sostenible de los
Recursos Naturales, establece en su articulo 9°, referido a la investigacién cientifica, que el
Estado promueve la investigacion cientifica y tecnolégica sobre la diversidad, calidad,
composicién, potencialidad y gestion de los recursos naturales. Asimismo, promueve la
informacién y el conocimiento sobre los recursos naturales. Para estos efectos, podran
otorgarse permisos para investigacion en materia de recursos naturales.

Que, el articulo 13° de la Ley N° 29763, crea el Servicio Nacional Forestal y de Fauna
Silvestre-SERFOR, como organismo publico técnico especializado, con personeria juridica
de derecho publico interno, como pliego presupuestal adscrito al Ministerio de Agricultura y
Riego. Asimismo, se sefiala que el SERFOR es la autoridad nacional forestal y de fauna
silvestre, ente rector del Sistema Nacional de Gestién Forestal y de Fauna Silvestre
(SINAFOR), y se constituye en su autoridad técnico normativa a nivel nacional, encargada
de dictar las normas y establecer los procedimientos relacionados a su ambito.

Que, el Reglamento de Organizacién y Funciones del Servicio Nacional Forestal y
de Fauna Silvestre-SERFOR, aprobado mediante Decreto Supremo N° 007-2013-MINAGRI,
y modificado mediante el D.S. N° 016-2014-MINAGRI, establece en su primera Disposicién
Complementaria Transitoria que, las Administraciones Técnicas Forestales y de Fauna
Silvestre (en adelante, ATFFS) se incorporan al SERFOR, como 6rganos desconcentrados
de actuacion local del SERFOR, con pliego presupuestal adscrito al Ministerio de Agricultura
y Riego, hoy Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego.

Que, el articulo 137° de la precitada Ley N° 29763, Ley Forestal y de Fauna Silvestre,
declara de interés nacional realizar la investigacion, el desarrollo tecnoldgico, la mejora del
conocimiento y el monitoreo del estado de conservacion del patrimonio forestal y de fauna
silvestre de la Nacion.

Firmado di por ASALDE|

%;/éﬁegguian.lmu FAU Esta es una copia autentica imprimible de un documento electrénico archivade en el Servicio Forestal y de Fauna Silvest;
sof : 2 :

Motivo: : el Art. 25 de D.S. 070-2013-PCM y la Tercera Disposicién Complementaria final del D.S. 026-2016-PCM. Su autenticidad e integridad pueden ser

dgireccion web: Url: https://sgd.serfor.gob.pe/validadorDocumental/ Clave: ZMNSAJU

, aplicando lo dispuesta por

Doy V* B
Facha: 20.12.2023 18:33:40 -05:0

contrastadas a través de |3 sig
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RESOLUCION ADMINISTRATIVA

Que, el Decreto Supremo N° 018-2015-MINAGRI, que aprueba el Reglamento para la
Gestion Forestal, regula el procedimiento de otorgamiento de autorizaciones con fines de
investigacién cientifica de flora silvestre, estableciendo para tal efecto los requisitos y
consideraciones para su otorgamiento, de acuerdo con los lineamientos aprobados por el
SERFOR, asi como las obligaciones materia de cumplimiento por parte de la titular de la
autorizacion.

Que, el articulo 154° del Reglamento para la Gestion Forestal, establece que la
investigacion cientifica del Patrimonio se aprueba mediante autorizaciones, salvaguardando
los derechos del pais respecto de su patrimonio genético nativo y que son las ARFFS las
que otorgan las autorizaciones con fines de investigacion cientifica que impliquen la
utilizacion de métodos directos e indirectos para especies no categorizadas como
amenazadas y no listadas en los Apéndices CITES y que en ningun caso otorgue el acceso
a los recursos genéticos o sus productos derivados. Asimismo, menciona que los derechos
otorgados a través de las autorizaciones de investigacion cientifica, no otorgan derechos
sobre los recursos genéticos contenidos en ellos.

Que, mediante Resolucién de Direccion Ejecutiva N° 060-2016-SERFOR/DE, del 01
de abril del 2016, se aprueban los “Lineamientos para el otorgamiento de la autorizacién con
fines de investigacion cientifica de flora y/o fauna silvestre”.

Que, mediante solicitud S/N, presentada el 26 de octubre de 2023, la sefiora
Rosmery Hejdi Cartagena Turpo, identificada con DNI N° 73640887, en su calidad de
investigadora principal, solicité autorizacion con fines de investigacion cientifica de flora y/o
fauna silvestre, para la investigacion titulada: “Capacidad hidrolitica de Pseudomonas sp.
aisladas de la rizosfera de Typha dominguensis de la laguna de Lucre — Cusco”, a
desarrollarse en el area de la Laguna de Lucre - Huacarpay, provincia de Quispicanchi,
departamento de Cusco, por el periodo de dos (2) meses.

Que, en el actual Texto Unico de Procedimientos Administrativos - TUPA del
SERFOR, aprobado por Decreto Supremo N° 001-2016-MINAGRI y modificado por
Resolucion  Ministerial N° 613-2016-MINAGRI, Resolucion Ministerial N° 026-2019-
MINAGRI, Resolucién de Direccién Ejecutiva N° D000103-2020-MINAGRI-SERFOR-DE y
Resolucién de Direcciéon Ejecutiva N° D000099-2021-MIDAGRI-SERFOR-DE; no se
contempla el procedimiento de autorizacién para realizar investigacion cientifica fuera de
ANP.

Que, en observancia del principio de impulso de oficio, previsto en el numeral 1.3 del
articulo IV del Titulo Preliminar del Texto Unico Ordenado de la Ley N° 27444, Ley del
Procedimiento Administrativo General, aprobado con Decreto Supremo N° 004-2019-JUS;
se colige que, las autoridades deben dirigir e impulsar de oficio el procedimiento y ordenar
la realizacion o practica de los actos que resulten convenientes para el esclarecimiento y
resolucién de las cuestiones necesarias.

Que, por tanto, la solicitud presentada ha sido evaluada verificando el cumplimiento
de los requisitos exigidos en el numeral 9! del ANEXO N° 1 del Reglamento para la Gestion

1 El numeral 9 del ANEXO N° 1 del Regl. para la Gestion Forestal, bl losr isi para la autorizacién con fines

de investigacion de flora, con o sin contrato de acceso a recursos genéticos, conforme la siguiente documentacién:

a.  Solicitud con caracter de declaracion jurada dirigida a la autoridad competente, segtn formato, que contenga hoja de vida del
investigador principal, relacién de investigadores y el Plan de Investigacion.

b.  Carta de presentacion de los investigadores participantes expedida por la institucion cientifica de procedencia.

c.  Documento que acredite el consentimiento informado previo, expedido por la respectiva organizacién comunal representativa,
de corresponder.

Esta es una copia auténtica imprimible de un documento electrénico archivado en el Servicio Forestal y de Fauna Silvestre, aplicando lo dispuesto por
el Art. 25 de D.5. 070-2013-PCM y la Tercera Disposicion Complementaria Final del D.S. 026-2016-PCM. Su autenticidad e integridad pueden ser
contrastadas a través de la siguiente direccion web: Url: https://sgd.serfor.gob.pe/validadorDocumental/ Clave: ZMN5AJU
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RESOLUCION ADMINISTRATIVA

Forestal, establece los requisitos para la solicitud de autorizaciones con fines de
investigacion de flora en concordancia con el numeral 6.6 de los lineamientos aprobados por
Resolucién de Direccion Ejecutiva N° 060-2016-SERFOR/DE, se establecen los siguientes
requisitos para la autorizacién con fines de investigacion cientifica fuera de ANP: i) Solicitud
con caracter de declaracion jurada que contenga informacion sobre el investigador, segun
formato; ii) Hoja de vida del investigador principal y plan de investigacion, segun formato; iii)
Carta de presentacion de los investigadores participantes, emitida por la institucion
académica u organizacion cientifica nacional o extranjera de procedencia; iv) Documento
que acredite el consentimiento informado previo, expedido por la respectiva organizacion
comunal representativa, de corresponder; y v) Documento que acredite el acuerdo entre las
instituciones que respaldan a los investigadores nacionales y extranjeros, en caso la solicitud
sea presentada por un investigador extranjero.

Que, el Informe Técnico del visto, concluye que la administrada reune las
condiciones minimas para el otorgamiento de la autorizacion solicitada y que cumple con los
requisitos establecidos en el numeral 9 del anexo N° 1 del Reglamento para la Gestion
Forestal y los lineamientos aprobados por Resolucion de Direccion Ejecutiva N° 060-2016-
SERFOR/DE, y con los criterios técnicos para llevar a cabo el proyecto denominado
“Capacidad hidrolitica de Pseudomonas sp. aisladas de la rizosfera de Typha dominguensis
de la laguna de Lucre — Cusco” por el periodo de dos (2) meses, segun el cronograma de
trabajo del plan de investigacion presentado, el cual se llevara a cabo en el drea de la Laguna
de Lucre - Huacarpay, provincia de Quispicanchi, departamento de Cusco, fuera de areas
naturales protegidas y de territorios de comunidades campesinas y nativas.

Que, la investigacion tiene como objetivo general el determinar la capacidad
hidrolitica de Pseudomonas sp. aisladas de la rizésfera de Typha dominguensis de la laguna
de Lucre.; y establece como sus objetivos especificos: i) Aislar Pseudomonas sp. de la
rizésferade Typha dominguensis de la laguna de Lucre; ii) Identificar Pseudomonas sp.
mediante pruebas bioquimicas vy iii) Determinar la capacidad hidrolitica de carbohidratos
(Almidén, Glucosa, Lactosa, Xilosa y Fructuosa) proteinas (Gelatina y Caseina), lipidos
(Tween 20 y Tween 80) y reduccién de nitratos de Pseudomonas sp.

Que, respecto a la justificacion del proyecto, la solicitante menciona que Typha
dominguensis es considerada una especie con capacidad biorremediadora y el estudio de
las bacterias presentes en los ritidomas de dicha especie pueden brindar soluciones
tecnolégicas a problemas ambientales.

Que, en cuanto a los métodos y técnicas a utilizar, esta consiste en la colecta de seis
(6) ejemplares de la planta completa en seis zonas de la laguna de Lucre, cuidando no se
dafie la raiz, solo considerando la accesibilidad y facilidad de la ubicacién para la colecta.
Posteriormente solo se usara la parte de los rizomas para la obtencion del material que
mantiene a las bacterias.

Que, conforme a los objetivos, métodos y técnicas detallados en el plan de
investigacion presentado, asi como los plazos establecidos en el cronograma del proyecto,
analizados en el Informe Técnico N° D000311-2023-MIDAGRI-SERFOR-ATFFS-CUSCO
del 29 de noviembre de 2023, es pertinente otorgar la autorizacién con fines de investigacion
cientifica de flora silvestre a la sefiora Rosmery Hejdi Cartagena Turpo identificada con DNI
N° 73640887, como investigadora principal, para la ejecucién del proyecto titulado
“Capacidad hidrolitica de Pseudomonas sp. aisladas de la rizosfera de Typha dominguensis
de la laguna de Lucre — Cusco”.

d. Documento que acredite el acuerdo entre las instituciones que respaldan a los investigadores nacionales y extranjeros, en
caso la solicitud sea presentada por un investigador extranjero.

Esta es una copia autentica imprimible de un documento electrénico archivado en el Servicio Forestal y de Fauna Silvestre, aplicando lo dispuesto por
el Art. 25 de D.S. 070-2013-PCM vy la Tercera Disposicion Complementaria Final del D.S. 026-2016-PCM. Su autenticidad e integridad pueden ser
contrastadas a traves de la siguiente direccion web: Url: https://sgd.serfor.gob.pe/validadorDocumental/ Clave: ZMN5AJU
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RESOLUCION ADMINISTRATIVA

Que, de conformidad a lo dispuesto en la Ley N° 29763, Ley Forestal y de Fauna
Silvestre; el Reglamento para la Gestion Forestal, aprobado por Decreto Supremo N° 018-
2015-MINAGRI; el Texto Unico Ordenado de la Ley N° 27444, Ley del Procedimiento
Administrativo General aprobado con Decreto Supremo N° 004-2019-JUS; el Decreto
Supremo N° 007-2013- MINAGRI, que aprueba el Reglamento de Organizacion y Funciones
del Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre - SERFOR, modificado mediante Decreto
Supremo N° 016-2014- MINAGRI, en el cual incorpora a las Administraciones Técnicas
Forestales y de Fauna Silvestre como Organos desconcentrados de actuacién local del
SERFOR vy la Resolucion de Direccion Ejecutiva N° D00022-2023-MIDAGRI-SERFOR-DE;

SE RESUELVE:

Articulo 1°.- Otorgar la autorizacién con fines de investigacion cientifica de flora
silvestre con colecta, a la sefiora Rosmery Hejdi Cartagena Turpo identificada con DNI N°
73640887, para la realizacion de la investigacion cientifica titulada: “Capacidad hidrolitica de
Pseudomonas sp. aisladas de la rizosfera de Typha dominguensis de la laguna de Lucre —
Cusco” en la que participard como investigadora principal, en virtud de las consideraciones
antes expuestas, correspondiéndole el Cédigo de Autorizacion N° 08-CUS-AUT-IFL-2023-
006.

Articulo 2°.- El desarrollo de la investigacion cientifica autorizada se circunscribe a
el area de la Laguna de Lucre - Huacarpay, provincia de Quispicanchi, departamento de
Cusco, fuera de areas naturales protegidas y de territorios de comunidades campesinas y
nativas, de acuerdo con las coordenadas referenciales detalladas en el Plan de Investigacion
presentado.

Articulo 3°.- La investigacion cientifica autorizada incluye la colecta de especies de
flora silvestre a realizarse en la localidad sefialada en el articulo anterior, fuera de Areas
Naturales Protegidas y por el periodo sefialado en el Plan de Investigacion presentado.

Articulo 4°.- En mérito a la autorizacion que precede, la titular se encuentra sujeta
al cumplimiento del cronograma de trabajo del plan de investigacién aprobado, por el periodo
comprendido de dos (2) meses, contados a partir del dia siguiente de la notificacion de la
presente Resolucién.

Articulo 5°.- Autorizar la participacion de los investigadores propuestos por la titular
para integrar el equipo de investigacion, el cual queda conformado segun se indica a
continuacion:

No
N° Nombres y Apellidos Tipo de documento Participacién en la

1 | Rosmery Hejdi Cartagena DNI 73640887 | Investigadora principal

document | de identidad investioacién |

Articulo 6°.- La titular de la autorizacion y su colaborador tienen las siguientes
obligaciones:

a) No extraer especimenes, ni muestras biolégicas de flora silvestre no autorizada, no
ceder los mismos a terceras personas, ni utilizarlos para fines distintos a lo
autorizado.

b) No contactar ni ingresar a los territorios comunales sin contar con la autorizacién de
las autoridades comunales correspondientes.

c) Retirar todo el material empleado para la ejecucion del presente estudio una vez

Esta es una copia auténtica imprimible de un documento electrénico archivado en el Servicio Forestal y de Fauna Silvestre, aplicando lo dispuesto por
el Art. 25 de D.S. 070-2013-PCM y la Tercera Disposicién Complementaria Final del D.S. 026-2016-PCM. Su autenticidad e integridad pueden ser
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RESOLUCION ADMINISTRATIVA

terminado el trabajo de campo y levantamiento de informacién bioldgica.

d) En caso corresponda, depositar el material colectado en una institucion cientifica
nacional depositaria de material biologico, asi como entregar a la ATFFS Cusco la
constancia de dicho depdsito. En casos debidamente justificados, y siempre que el
material colectado no constituya holotipos ni ejemplares Gnicos, el depdsito se podra
realizar en una institucion distinta a la mencionada para ellos se requiere la
autorizacion del SERFOR.

e) Solo en el caso que por razones cientificas acotadas se requiere enviar al extranjero
parte del material colectado, el interesado deberd gestionar el correspondiente
permiso de exportacion ante la Direccién General Sostenible del Patrimonio Forestal
y de Fauna Silvestre del SERFOR, asi como pasar el control respectivo. Los
ejemplares Unicos de los grupos taxonomicos colectados y holotipos solo podran ser
exportados en calidad de préstamo.

f) Entregar a la ATFFS Cusco una (01) copia del informe final en idioma espafriol
(incluyendo version digital) como resultado de la autorizacién otorgada, copias del
material fotografico y/o slides que pueda ser utilizadas para difusion. Asimismo,
entregar una (01) copia de las publicaciones producto de la investigacion realizada
en formato impreso y digital.

g) El informe final debera contener una lista taxonémica de las especies objeto de la
presente autorizacién de colecta, en formato MS Excel. Esta lista debera contar con
sus respectivas coordenadas en formato UTM (Datum WGSB84), incluyendo la zona
(17,18 0 19). Asimismo, incluir los datos de colecta de cada espécimen. El informe
final que debe ser usado se encuentra en el Anexo 1 de la presente resolucion.

h) El plazo de cumplimiento de lo sefialado en el literal d) y g) no debera ser mayor a
los seis (06) meses al vencimiento de la presente autorizacion.

i) Solicitar anticipadamente a la ATFFS Cusco y dentro del plazo de vigencia de la
resolucion, cualquier cambio en las caracteristicas de la investigacion aprobada, que
demanden la modificacion de la presente resolucion.

j) Indicar el numero de la resolucién en las publicaciones generadas a partir de la
autorizacion concedida.

Articulo 7°.- Exhortar a la titular de la presente autorizacion, cumplir en estricto con
las disposiciones legales en materia forestal y de fauna silvestre, caso contrario se
procedera a instaurar procedimiento administrativo sancionador.

Articulo 8°.- La titular debera implementar todas las medidas de seguridad y
eliminacién de impactos que se puedan producir por las actividades propias de la fase de
campo, como toma de datos, tratamiento y transporte de muestras, transporte de equipos,
personal, entre otros.

Articulo 9°.- Los derechos otorgados a través de la presente autorizacién, no eximen
a la titular de contar con la autorizacién respectiva para el ingreso a territorios de
comunidades nativas o comunidades campesinas, ANP, predios privados ni areas
comprendidas en titulos habilitantes, por lo que es responsabilidad de la titular obtener las
citadas autorizaciones.

Articulo 10°.- La Administracién Técnica Forestal y de Fauna Silvestre Cusco del
SERFOR, no se responsabiliza por accidentes o dafios sufridos por la solicitante durante la
ejecucion del proyecto; asimismo, se reserva el derecho de demandar al proyecto de
investigacion, los cambios a que hubiese lugar en los casos en que se dicten nuevas
disposiciones legales o se formulen ajustes sobre la presente autorizacion.

Articulo 11°.- Informar que el incumplimiento de los compromisos adquiridos podra

Esta es una copia auténtica imprimible de un documento electrénico archivado en el Servicio Forestal y de Fauna Silvestre, aplicando lo dispuesto por
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ser causal para denegar futuras autorizaciones a nivel institucional.

Articulo 12°.- Notificar la presente resolucion y el Informe Técnico N° D0O00311-
2023-MIDAGRI-SERFOR-ATFFS-CUSCO del 29 de noviembre de 2023, a la sefiora
Rosmery Hejdi Cartagena Turpo, para su conocimiento y fines. Contra la presente
resolucion, es posible la interposicion de los recursos impugnativos previstos en el TUO de
la Ley N° 27444, Ley del Procedimiento Administrativo General, aprobado por Decreto
Supremo N° 004-2019-JUS, en el plazo de quince (15) dias habiles mas el término de la
distancia (en caso corresponda), contados a partir del dia siguiente de notificada la presente.

Articulo 13°.- Remitir la presente resolucion y el Informe Técnico N° D000311-2023-
MIDAGRI-SERFOR-ATFFS-CUSCO a la Direccién General de Informacién y Ordenamiento
Forestal y de Fauna Silvestre, para su correspondiente registro; asi como, a la Direccion
General de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre.

Articulo 14°.- Disponer la publicacidn de la presente Resolucién en el Portal Web
del Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre: www.gob.pe/serfor

Registrese y comuniquese,

Documento firmado digitalmente
RONALD SENIN CHANCASANAMPA MEDINA

ADMINISTRADOR TECNICO
ATFFS - CUSCO

Esta es una copia auténtica imprimible de un documento electrénico archivado en el Servicio Forestal y de Fauna Silvestre, aplicando lo dispuesto por
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ANEXO N° 4
CERTIFICADO DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE Typha dominguensis

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

APARTADO POSTAL CIUDAD UNIVERSITARIA * MUSEO INKA
N° 921 - Cusco - Perd Av. Dlezlagslgzl;u’lg N;‘;IZ:%STCZI%%%S 228661 - Cuesta de) Almirante N® 103 - Teléfono: 237380
222312 - o= R . CEN‘I‘RO A(-RONOMICO K’AYRA
* FAX:233156-238173-222512 * ' CENTRAL TELERONICA. 232308 - 252210 San Jer6nimo s/n Cusco - Teléfonos: 277145 - 277246
* RECTORADO . + COLEGIO “FORTUNATO L. HERRERA”
Calle Tigre N* 127 LOC%:;/?FNTRAL Av. De la Cultura N° 721
“Teléfonos: 222271 - 224891 - 224181 - 254398 Teléfonos: 227571 - 225721 - 224015 “Estadio Universitario™ - Teléfono: 227192

HERBARIO VARGAS CUZ

CERTIFICADO DE DETERMINACION TAXONOMICA N°002-2024-HVC-
FCB-UNSAAC

La directora del Herbario Vargas CUZ, Facultad de Ciencias Biologicas, de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), certifica que la
Bachiller en Ciencias Biologicas Rosmery Hejdi Cartagena Turpo, egresada de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, presento a la Direccion del
Herbario Vargas (CUZ) una muestra botanica para su determinacion y certificacion
taxonomica (Expediente N° 601827), para el proyecto de tesis "Capacidad hidrolitica
de Pseudomonas sp. aisladas de la rizosfera de Typha domingensis de la Laguna de
Lucre - Cusco", la que al ser diagnosticada por el M.Sc. Manuel Jests Marca Zevallos,
utilizando claves dicotomicas, consulta de bibliografia especializada y, comparacion
con las colecciones del herbario, concuerda con la siguiente especie; de acuerdo a la
clasificacion del Grupo del Sistema Filogenético de las Angiospermas (Angiosperm
Phylogeny Group - APG IV, 2016).

NOMBRE
o j
N FAMILIA ESPECIE LOCAL
1 | Typhaceae Typha domingensis Pers. "totora"

Se le expide la presente certificacion a peticion formal de la interesada para los fines
que viera por conveniente.

Cusco, 08 de febrero de 2024

Blga. Maria Luisa Ochoa Camara
Directora del Herbario Vargas C
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ANEXO N°5

CARACTERISTICAS DE LAS COLONIAS DE LAS 33 CEPAS AISLADAS

Cadigo Foto Caracteristicas colonia

Identificacion bioquimica: P. fluorescens.
Color: Crema
Forma: Circular
Borde: Entero
Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
. ',-.._"b_-g..‘*.“‘ o Consiftencia: Cremosa
ke S SO Tamafio: 2,5 mm

LH1Ps-1

Identificacidn bioguimica: Pseudomonas sg
Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa

Superficie: Lisa

Consistencia: Cremosa

Tamano: 2,2 mm

LH1Ps-2

Identificacion bioquimica: P. fluorescens.
Color: Verde crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa

Superficie: Lisa

Consistencia: Cremosa

Tamafo: 2,0 mm

LH1Ps-3

Identificacion bioquimica: P. fluorescens.
Color: Verde crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa

Superficie: Lisa

Consistencia: Cremosa

Tamafo: 1,0 mm

LH1Ps-4
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Cadigo Colonia Caracteristicas

Identificacion bioguimica: P. luteola.
Color: Verde crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa

Superficie: Lisa

Consistencia: Cremosa

Tamafo: 2,0 mm

LH1Ps-5

Identificacion bioquimica: P. fluorescens.
Color: Verde crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa

Superficie: Lisa

Consistencia: Cremosa

Tamano: 1,5 mm

LH1Ps-6

Identificacién bioguimica: P. fluorescens.
Color: Verde crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa

Superficie: Lisa

Consistencia: Cremosa

Tamafo: 2,2 mm

LH1Ps-7

Identificacion bioquimica: P. fluorescens.
Color: Verde crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa

Superficie: Lisa

Consistencia: Cremosa

Tamafo: 2,1 mm

LH1Ps-8
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Cadigo Colonia Caracteristicas

Identificacion bioquimica: P. luteola.
Color: Verde crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa

Superficie: Lisa

Consistencia: Cremosa

Tamafo: 1,2 mm

LH1Ps-9

Identificacion bioquimica:
Pseudomonas sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamano: 2,0 mm

LH1Ps-10

Identificacion bioquimica: P. stutzeri.
Color: Verde crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa

Superficie: Lisa

Consistencia: Cremosa

Tamafo: 1,1 mm

LH1Ps-11

Identificacion bioquimica:
Pseudomonas sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamafo: 2,0 mm

LH1Ps-12
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Cadigo Colonia Caracteristicas

Identificacion bioquimica: Pseudomonas
sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa

Superficie: Lisa

Consistencia: Cremosa

Tamano: 2,6 mm

LH1Ps-13

Identificacion bioguimica:
Pseudomonas sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamafo: 1,6 mm

LH1Ps-14

Identificacion molecular:
Stenotrophomonas maltophilia
Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa

Consistencia: Cremosa
Tamafo: 2,0 mm

LH1Ps-15

Identificacion molecular:
Pseudomonas sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero
Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamafo: 2,0 mm

LH1Ps-16
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Cadigo Colonia

LH2Ps-17

LH2Ps-18

LH2Ps-19

LH2Ps-20

Caracteristicas

Identificacion bioquimica:
P. oryzihabitans.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Umbilicada
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamafo: 2,0 mm

Identificacion bioquimica:
Pseudomonas sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamafo: 2,0 mm

Identificacion bioguimica:
Pseudomonas sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamafo: 1,0 mm

Identificacion molecular:
Pseudomonas sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero
Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamafo: 3,3 mm
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Cadigo Colonia

LH2Ps-21

LH2Ps-22

LH2Ps-23

LH2Ps-24

Caracteristicas

Identificacion bioguimica:
Pseudomonas sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamano: 2,2 mm

Identificacion molecular:
Pseudomonas sp.

i Color: Crema

Forma: Circular
Borde: Entero
Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamano: 3,4 mm

Identificacion bioguimica:
Pseudomonas sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Plana
Superficie: Rugosa
Consistencia: Cremosa
Tamafo: 1,2 mm

Identificacion bioquimica:
Pseudomonas sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamano: 1,5 mm
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Cadigo Colonia

LH2Ps-25

LH2Ps-27

LH2Ps-28

LH2Ps-29

Caracteristicas

Identificacion bioguimica:
Pseudomonas sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamaio: 0,95 mm

Identificacion molecular:
Pseudomonas nitroreducens
Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamaifo: 2,0 mm.

Identificacion bioguimica:
Pseudomonas sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamafio: 0,8 mm

Identificacidn bioguimica:
Pseudomonas sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamafo: 2,5 mm
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Cadigo

LH2Ps-30

LH2Ps-31

LH2Ps-32

LH2Ps-33

Colonia

Caracteristicas

Identificacion bioquimica:
Pseudomonas sp.

Color: Verde crema
Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamafo: 1,5 mm

Identificacion molecular:
Pseudomonas fluorescens.
Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamafo: 2,0 mm

Identificacion bioguimica:
Pseudomonas sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamafo: 1,1 mm

Identificacion bioguimica:
Pseudomonas sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamafo: 3,2 mm
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Cadigo Colonia Caracteristicas

Identificacion bioquimica:
Pseudomonas sp.

Color: Crema

Forma: Circular

Borde: Entero

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Cremosa
Tamafo: 2,2 mm

LH2Ps-34
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ANEXO N° 6
PRUEBAS BIOQUIMICAS CONVENCIONALES DE Pseudomonas AISLADAS DE LA RIZOSFERA DE Typha dominguensis
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P. fluorescens (ATCC 13525) _ _ P _ P _ _ _ _ _ _
1 P. fluorescens (LH1Ps-1) _ _ P _ P _ _ _ _ _ _
2 Pseudomonas sp. (LH1Ps-2) _ _ P _ P _ _ _ _ _ _
3 P. fluorescens (LH1Ps-3) _ _ P _ P _ _ _ _ _ _
4 P. fluorescens (LH1Ps-4) _ _ P _ P _ _ _ _ _ P
5 P. luteola (LH1Ps-5) B _ P _ P _ _ _ _ _ P
6 P. fluorescens (LH1Ps-6) B B P _ P _ _ _ _ P
7 P. fluorescens (LH1Ps-7) _ _ P _ P _ _ _ _ P
8 P. fluorescens (LH1Ps-8) _ _ P _ P _ _ _ _ _ P
9 P. luteola (LH1Ps-9) _ _ P _ P _ _ _ _ - P
10 Pseudomonas sp. (LH1Ps-10) _ _ _ _ P P _ _ _ _ _
11 Pseudomonas sp. (LH1Ps-11) _ _ P _ P _ _ _ _ _ _
12 Pseudomonas sp. (LH1Ps-12) _ _ _ _ P P _ _ _ _ _
13 Pseudomonas sp. (LH1Ps-13) _ _ _ _ P P _ _ _ _ _
14 Pseudomonas sp. (LH1Ps-14) _ _ P _ P _ _ _ _ _ _
15 Pseudomonas sp. (LH1Ps-15) _ _ P _ P _ _ _ _ _ _
16 P. luteola (LH1Ps-16) _ _ P _ P _ _ _ _ _ _
17 P. oryzihabitans (LH2Ps-17) _ _ P _ P _ _ _ _ _
18 Pseudomonas sp. (LH2Ps-18) _ _ P _ P _ _ _ _ _ _
19 Pseudomonas sp. (LH2Ps-19) _ _ P _ P _ _ _ _ _ _
20 P. fluorescens (LH2Ps-20) _ _ _ _ P P _ _ _ _ _
21 Pseudomonas sp. (LH2Ps-21) _ _ _ P _ _ P _ _ _ _
22 Pseudomonas sp. (LH2Ps-22) _ _ _ _ P P _ _ _ _ _
23 Pseudomonas sp. (LH2Ps-23) _ _ P _ P _ _ _ _ _ _
24 Pseudomonas sp. (LH2Ps-24) _ _ _ P P P _ _ _ _ _
25 Pseudomonas sp. (LH2Ps-25) _ _ P _ P _ _ _ _ _
26 Pseudomonas sp. (LH2Ps-27) B B P _ _ _ _ _ _ _ P
27 Pseudomonas sp. (LH2Ps-28) _ _ P _ P _ _ _ _ _ _
28 Pseudomonas sp. (LH2Ps-29) _ _ P _ P _ _ _ _ _ _
29 Pseudomonas sp. (LH2Ps-30) _ _ P _ P _ _ _ _ _ _
30 P. fluorescens (LH2Ps-31) B _ P _ P _ _ _ _ _ P
31 Pseudomonas sp. (LH2Ps-32) _ _ P _ P _ _ _ _ _ P
32 Pseudomonas sp. (LH2Ps-33) _ _ P _ P _ _ _ _ _ P
33 Pseudomonas sp. (LH2Ps.34) P P P

Nota. P, resultado positivo; -, resultado neéativo
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ANEXO N° 7

SECUENCIAS OBTENIDAS DE LAS 06 CEPAS SELECCIONADAS DE

Pseudomonas

BIOTEC P

Aplicaciones biotecnolégicas al alcance de todos

GEN rRNA 16S DE LA CEPA LH1Ps-22

Secuencia parcial, longitud: 1472

GCTTACTCTTATCGAGGTTAGCCGCTGACGGGTGAGGAGGGGTGGTGTGA
ACTGGCCCAAGAATGGAATAACTCCCGGAAACCCGAGCTAATATCAGATA
CCATTTTGACCTCCATGGTTCGAATTTCAAAGGGCGCTTCAGCTGTCACT
TATGGTTGGACCCACTTCCCCCTACTGGGATCTTGACGTAACTGTTCACC
CACGCTACGATCGGAGTGTTGCCCAGGCCTGGGGGCCATGATGACATTAT
GTCATCCCCACCACCCCGGCGTTTGGACCATGCAGTTCCCCTAAAGTGTG
AACTTGGCGTGACGGAAACAAGCCACGTGGGTTATGTTTGCTTTGGGACT
TAACACTATATTTCTCGACTCGAGCTGACAACTGCCATGCTGCACCGGTC
TCAGCGTTACGAAAGGCACCAATCCCTCGTTAGAAAATTCCTTGGACTCA
ATGCCTGGTAAGGTACTTCGTGTTGCTGAAGAAGTGGGCCATATACTGCG

DESCRIPCION DEL ALINEAMIENTO (ID de Secuencia KR085912.1)

R i SOMEUEE -
Deseripeién \.Jam!::re —unt.,f.-_l:ur Puntuzcion e Valor c.r e
» cientifico maxima fotal E identidad -
- v v portada - -
M Sscuencia parcial del gen del ARM ribesémico 185 de ls cepa |HBE BEE3 de Pseudomanas chi... Pssudemonas.. a7 271e 100% 0.0 100.00% 1472
I Secuenciz parcisl del gen ARN ribosdmice 185 HG1-7 de Psewdomonas sp. 2817 2817 8% 00 9911% 1528
P} Seocuencia parcial del gen ARN ribosdmice 185 HG1-1 de Psewdomonas sp. 2813 2615 8% 00 #811% 1517
X Descargar « Banco Genético Grificos ¥ Préximao

Secuencia parcial del gen del ARN ribosémico 165 de la cepa IHBB 9882 de Pseudomonas chlororaphis subsp.
ID de secuencia: KROB5912.1 Longitud: 1472 Namero de coincidencias: 1

Rango 1: 1 a 1472 Grificos GenBank

Punitaje Esperar Tdentidades Brechas Hebra

2719 bits [1472) 0.0 1472/1472(100%) 0/1472(0%) Mas/Mas
Consulta 1 CAGAGTTTGATCCTGGC TCAGAT TGAACGLTGOLGELAGGLCTAACACATGLAAGTCGAD &8
) CELCELELELE R e L e
Objeto 1 CAGAGTTTGATCCTGGLTCAGAT TGAACGLTGGUGLIAGELCTAACACATGLAAGTCGAGD &8
Consulta 61 COGCAGCACGOATACT TGTACC TRGTAGCGAGLGLLGHACGRGTGAGTAATGOC TAGGAS 128
PELCERCELTECE e e e e el Lt iy
Objeto 61 COGCAGCACGOGTACT TGTACCTOGTORCGAGLGRIHOALGOGTRAGTAATGCC TADGAS 124
Consulta 121 TCTGLCTOGTAGTGOGOGATAACGCTCOGAAAC GOALGL TAATACCGCATACGTCCTACG 188
PELLLLCEELELECEL T e e e e LRy i
Objeto 121 TCTGLCTOGTAGTROGGGATAACGL TCOOAAACGLACGL TAATACCOCATACGTCCTACG 188

ALGORITMO BLAST

Distribuclén de los208 Blast Hits mas Importantes enl00 secuenclas tematicas

Consulta
1 1 1 1
250 500 750 1000 1230

Adhzsidn
KROE5812.1

JF312819.1
JF312813.1

piscium




BIOTECx:P

Aplicaciones biotecnologicas al alcance de todos

GEN rRNA 16S DE LA CEPA LH1Ps-27

Secuencia parcial, longitud: 1392

TTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGAC
AACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGG
GACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGT
GGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGGCGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCA
GTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGA
AGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATA
CCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAG
CGCGCGTAGGTGGTTTGGTAAGATGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGG
AACTGCTTCCATAACTGCCTGACTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCT
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGAC
CACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGCTCCT
TGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCC
GGAATCTTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATTGGAACACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGC
GCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTA
CGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCG
CGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAA
CTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGT

DESCRIPCION DE ALINEAMIENTO (ID de Secuencia MT386129.1)

M Puntsj Cubierta o

: - Maximo Puntsje

Descripoién Nombre cientifica R g Veler

puntaje  total E

consulta

ncia parcial del gen del ARN ribosdmico 185 Atecer2S da s copa Pseudomonas nitror.. Fssudomonas nitroredue... 2571 2571 100% 0.0

2 parcial del gen del ARN ribosémico 165 Ateceral de Is cepa Pseudomanas nifror. 2571 2571 100% 0.0

Cromosoma SCB32 de Pseudomonas sp., genoma completo 2571 15418 100% 0.0

Pseudomonas denitrificans (nom. rej,) cepa BG1 cromosoma, genoma complets . 2571 10281 100% 0O

Secuencia parcial del gen del ARN ribosdmico 18 de | ceps ME41 de Pseudomonss nitror. . Peeudomonas nitroreduc.. 2571 2571 100% 0.0

Por

Identidad

100,00%
100.00%
100.00%
100,00%

100,00%

5220508 C

Acc. Len Adhesidn

1202 MT286120.1

1400

MT385123.1

8311241 C

1472

ALINEAMIENTO DE REFERENCIA

Secuencia parcial del gen del ARN ribosdmico 165 Atecer2S de la cepa Pseudomonas nitroreducens

ID de secuencia: MT386129.1 Longitud: 1392 MNimero de coincidencias: 1

Rango 1: 1 a 1392 Grificos  GenBank

Puniaje Espersar Idertidades Brechas Hebira
2571 bits [1292) 0.0 1392/1292(100%) 0/1392(0%) Mas/Mas
Consulta 1 AGTCGAGCGEATEATGOGAGCTGETCCCGGAT TCAGLGGCOAACGGGTRAGTAATGCCT 68
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| I
Objeto 1 AGTCGAGCGGATGATGAAGCTTOCTCCCOGATTCAGCGACGRACOGLTGAGTAATGCCT a8
Consulta 61 AGGAATCTERCCTGGTAGTOOGEGACAACGT TTCGAAMGRAACGCTAATACCGCATACGTE 1248
) |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| nuin
Objeto 61 AGGAATCTGCCTGGTAGTGGGLGACAACGT TTCOALAG CTAATACCGCATACGTC 128
Pass el cursor para ver el tulo WHags ciic pars mostrar las alinesciones Puntuscicnes de slinescisn <40 [40-50 [J50-80 [@e0-200 [-=200

100 secuenciss seleccionadas @

Distribuclén de la parte superlor131 La explosién Impactal00secuenclas de sujetos

consulta
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